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Rodentibacter (R.) heylii und R. pneumotropicus sind die relevantesten Vertreter unter den 
Pasteurellaceae in Labormausbeständen mit besonders hohen Prävalenzen (PRITCHETT-
CORNING et al. 2009). Sie können unter Anderem schwere Pneumonien, Otitiden und 
Mastitiden hervorrufen (FORNEFETT et al. 2018, TOWNE et al. 2014, HEDRICH 2012, 
ADHIKARY et al. 2017a), aber auch subklinische Infektionen werden beobachtet 
(KAWAMOTO, EIICHI et al., MOORE und ALDRED 1978). Da unentdeckte Infektionen 
Tierversuche beeinflussen können, ist eine sichere Diagnostik wichtig. Deshalb empfiehlt die 
„Federation of European Laboratory Animal Science Associations“ (FELASA) ein 
vierteljährliches Screening von Versuchstierbeständen auf diese Bakterienspezies (MÄHLER 
et al. 2014). 
Muribacter (M.) muris ist ebenfalls eine weit verbreitete Pasteurellaceae, welche allerdings als 
nicht pathogen angesehen wird (FOX et al. 2007). Da sie nicht FELASA-relevant ist, ist sie 
nicht Bestandteil von regelmäßigen Screenings, weshalb auch keine Daten zur Prävalenz 
vorliegen. Auf Grund der deutlich geringeren Relevanz sollte allerdings eine sichere 
Differenzierung von Rodentibacter spp. sichergestellt sein (BENGA et al. 2013b).  
Bisher beschränkt sich die Diagnostik dieser drei Spezies hauptsächlich auf eine Multiplex-
PCR, einen kommerziellen ELISA, sowie die Differenzierung mittels Matrix-assoziierten Laser-
Desorption-Ionisierung Flugzeitanalyse Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS). Die 
Evaluation der beiden letztgenannten Methoden zeigte, dass die zu diesem Zeitpunkt 
möglichen Techniken keine zufriedenstellenden Ergebnisse liefern. 
Ziel dieser Dissertation war somit die Verbesserung der bestehenden diagnostischen 
Möglichkeiten zum Nachweis dieser murinen Pasteurellaceae. Zum einen sollte die 
Differenzierung aller drei genannten Spezies mittels MALDI-TOF MS etabliert und evaluiert 
werden. Zum anderen sollte der indirekte Erregernachweis für R. pneumotropicus und R. heylii 
verbessert werden, indem definierte Rekonvaleszenzseren in Tierversuchen gewonnen und 
damit anschließend potenzielle Immunogene identifiziert wurden.  
Bisher sind für Rodentibacter spp. die drei RTX-Proteine PnxI, PnxII und PnxIII beschrieben 
(SASAKI et al. 2009, SASAKI et al. 2011). Diese wurden ausschließlich in vitro in Form von 
rekombinanten Proteinen analysiert und auf Grundlage dieser Daten als potenzielle 
Virulenzfaktoren definiert. Im Tierversuch mit einem R. heylii-Stamm, welcher keine der drei 
bekannten RTX-Proteine exprimiert, wurde diese Annahme evaluiert.  
Über das Ziel der Verbesserung der Diagnostik hinaus sollte ein neues Immunogen für R. heylii 
(RhiA) identifiziert und in vitro analysiert werden. Mittels Western Blot, Durchflusszytometrie, 





2.1 Taxonomie  
2.1.1 Pasteurellaceae 
Die Familie Pasteurellaceae wurde 1979 von Sabine Pohl beschrieben und umfasste zum 
damaligen Zeitpunkt die Gattungen Haemophilus (H.), Actinobacillus (A.) und Pasteurella (P.) 
(POHL 1979). Auf Grundlage von Phänotypie, Basenzusammensetzung, Molekulargewicht 
und DNA:DNA-Hybridisierung konnten die bis dahin familienlosen Gattungen einer 
phylogenetischen Einheit zugeordnet werden. In den folgenden Jahrzehnten kam es zu 
diversen Reklassifizierungen innerhalb dieser Familie (Tabelle 1). Beispielsweise beschrieben 
ANGEN et al. 1999 die neue Gattung Mannheimia (Ma.) aus einigen Biogruppen der Spezies 
P. haemolytica und P. granulomatis sowie den Bisgaard Taxa 20, 18, 36 und 15 (ANGEN et 
al. 1999). Die Gattung Gallibacterium (G.) mit der Spezies G. anatis wurde 2003 aus P. anatis 
beschrieben (CHRISTENSEN et al. 2003) und 2009 um die Spezies G. melopsittaci, 
G. trehalosifermentans und G. salpingitidis ergänzt (BISGAARD et al. 2009). Die jüngste 
Gattung innerhalb der Pasteurellaceae ist Glaesserella, welche 2020 aus der Spezies 
H. parasuis beschrieben wurde (DICKERMAN et al. 2020). Tabelle 1 gibt einen Überblick über 
Neubeschreibungen und Reklassifizierungen veterinärmedizinisch relevanter Pasteurellaceae 
von 1999 bis 2020. In dieser Arbeit werden im Folgenden ausschließlich die aktuellen 
Bezeichnungen verwendet. 
 
Tabelle 1  Reklassifizierungen und Neubeschreibungen innerhalb der Pasteurellaceae 
(von 1999 bis 2020) 
alte Nomenklatur neue Nomenklatur Referenz 
Haemophilus parasuis Glaesserella parasuis (DICKERMAN et al. 2020)  
Bisgaard Taxon 5  Caviibacterium pharyngocola (ADHIKARY et al. 2018)  
Bisgaard Taxon 7 Conservatibacter flavescens 
Pasteurella pneumotropica 













alte Nomenklatur neue Nomenklatur Referenz 
Bisgaard Taxon 22  Rodentibacter ratti (ADHIKARY et al. 2017b) 
Bisgaard Taxon 17  Rodentibacter rarus 
Bisgaard Taxon 21 Rodentibacter mrazii 
nicht klassifiziert Rodentibacter 
heidelbergensis 
nicht klassifiziert Rodentibacter 
trehalosifermentans 
nicht klassifiziert Testudinibacter aquarius (HANSEN et al. 2016)  
nicht klassifiziert Ursidibacter arcticus (JOHANNE HANSEN et al. 
2015)  
nicht klassifiziert Ursidibacter maritimus 
Actinobacillus muris Muribacter muris (NICKLAS et al. 2015)  
Bisgaard Taxon 24 Mesocricetibacter intestinalis (CHRISTENSEN et al. 2014)  
Bisgaard Taxon 23 Cricetibacter osteomyelitidis 
nicht klassifiziert Vespertiliibacter pulmonis (MÜHLDORFER et al. 2014)  
nicht klassifiziert Seminibacterium arietis  (VELA et al. 2013)  
Pasteurella lymphangitidis Yersinia pseudotuberculosis (GAILLOT et al. 2013)  
Bisgaard Taxon 57 Otariodibacter oris (HANSEN et al. 2012)  
nicht klassifiziert Bisgaardia hudsonensis (FOSTER et al. 2011)  
nicht klassifiziert Basfia succiniciproducens (KUHNERT et al. 2010)  
Bisgaard Taxon 2/3 Gallibacterium melopsittaci, 
trehalosifermentans, 
salpingitidis, genomospecies 3 
(BISGAARD et al. 2009)  












und KILIAN 2006)  
Haemophilus aphrophilus Aggregatibacter aphrophilus 
Haemophilus segnis Aggregatibacter segnis 
Pasteurella gallinarum Avibacterium gallinarum (BLACKALL et al. 2005)  
Haemophilus paragallinarum Avibacterium paragallinarum 
Haemophilus avium Avibacterium avium 
Pasteurella volantium Avibacterium volantium 
Bisgaard Taxon 33 Volucribacter psittacicida, 
amazonae 
(CHRISTENSEN et al. 2004)  
nicht klassifiziert Nicoletella semolina (KUHNERT et al. 2004)  
Pasteurella anatis Gallibacterium anatis (CHRISTENSEN et al. 2003)  
Haemophilus somnus Histophilus somni (ANGEN et al. 2003) 
Haemophilus agni 
Haemophilus ovis 
Actinobacillus equuli Actinobacillus equuli ssp. 
equuli 
(CHRISTENSEN et al. 2002)  
Bisgaard Taxon 11 Actinobacillus equuli ssp. 
haemolyticus 
nicht klassifiziert Phocoenobacter uteri (FOSTER et al. 2000) 
Pasteurella haemolytica 
Biogruppe 1 
Mannheimia haemolytica (ANGEN et al. 1999)  
Pasteurella granulomatis, 
Bisgaard Taxon 20 Biovare 1 
und 2, Pasteurella 






alte Nomenklatur neue Nomenklatur Referenz 
Pasteurella haemolytica 
Biogruppe 3A-3H, Biogruppe 
9 
Mannheimia glucosida (ANGEN et al. 1999) 
Bisgaard Taxon 18 Biovar 1 
und 3, Pasteurella 
haemolytica Biogruppe 8D 
Mannheimia ruminalis 
Pasteurella haemolytica 
Biogruppe 6, Bisgaard Taxon 




2.1.2 Rodentibacter spp. 
Eine Gruppe von Pasteurellaceae, deren Vertreter ausschließlich aus Nagetieren isoliert 
wurden, stellt seit 2017 die eigene Gattung Rodentibacter (R.) dar (ADHIKARY et al. 2017b). 
ADHIKARY et al. beschrieben die acht Spezies R. pneumotropicus, R. heylii, R. myodis, 
R. ratti, R. rarus, R. mrazii, R. heidelbergensis und R. trehalosifermentans sowie zwei 
Genomospezies auf Grundlage von phänotypischen und phylogenetischen Analysen. Die 
frühere Spezies P. pneumotropica sowie die Bisgaard Taxa 21, 41, 22 und 17 wurden hierbei 
reklassifiziert und sind somit obsolet. Hervorzuheben ist die Aufspaltung der beiden 
P. pneumotropica Biovare Jawetz und Heyl in zwei separate Spezies, R. pneumotropicus und 
R. heylii. Schon in der Arbeit von POHL (1979) wurde auf die starke Heterogenität zwischen 
Stämmen der Spezies P. pneumotropica hingewiesen. Die Untersuchungen mittels DNA:DNA-
Hybridisierung ergaben hierbei einen Bindungsgrad von nur 30 % zwischen den zwei 
Referenzstämmen ATCC 12555 (heute zugehörig zu R. heylii) und NCTC 8284 (heute 
zugehörig zu R. pneumotropicus). Im Vergleich dazu ist der Bindungsgrad zwischen zwei 
Stämmen der Spezies P. multocida mit 88 % oder A. lignieresii mit 95 % deutlich höher, 
wodurch die Zugehörigkeit zu einer Spezies sicherer ist (POHL 1979). Durch ADHIKARY et 
al. 2017b wurde diese Heterogenität mittels 16S rRNA-Gen-Sequenzierung bestätigt. 
Zusätzlich zeigten R. heylii und R. pneumotropicus in dieser Studie in silico eine prozentuale 
DNA-DNA-Bindung von nur 31-33 % (ADHIKARY et al. 2017b).  
 
2.1.3 Muribacter muris 
Die Spezies A. muris ist ein weiterer Vertreter der Pasteurellaceae in Mäusen und Ratten. 
Studien zeigten, dass A. muris nicht mit der Gattung Actinobacillus sensu stricto verwandt ist 




NICKLAS et al. 2015 anhand von 16S rRNA- und rpoB-Gen-Analysen bestätigt, woraufhin die 
neue Gattung Muribacter (M.) beschrieben wurde. Die dazugehörigen Stämme formen eine 
eigene monophyletische Gruppe mit mindestens 96,7 % Übereinstimmung der 16S rRNA. 
H. influenzae-murium stellt mit 96,4 % Übereinstimmung die nächste verwandte Spezies dar. 








2.2 Klinik und Virulenzfaktoren  
2.2.1 Pasteurellaceae 
Zu der Familie der Pasteurellaceae gehören eine Reihe von veterinärmedizinisch relevanten 
Spezies (Tabelle 2), darunter teilweise auch Zoonoseerreger wie P. multocida (WILSON und 
HO 2013). Pathogene Bakterien rufen hierbei vor allem respiratorische und septikämische 
Erkrankungen hervor (SELBITZ et al. 2015). Wichtige Pneumonieerreger sind beispielsweise 
A. pleuropneummoniae im Schwein und Ma. haemolytica in Wiederkäuern. Daneben sind 
weitere Spezies mit größerem Erkrankungsspektrum wie P. multocida, Histophilus (Hi.) somni 
und Avibacterium paragallinarum bekannt (SELBITZ et al. 2015).  
Pasteurellaceae kommen aber auch als Kommensale und fakultative Pathogene auf 
Schleimhäuten des oberen Respirations-, Verdauungs- und Urogenitaltraktes vor. Vor allem 
der Nasopharynx bzw. Oropharynx von Hunden, Katzen, Pferden, Nagetieren, Schildkröten, 
Geflügel, Papageien und Sittichen ist ein natürliches Habitat verschiedener opportunistischer 
Pasteurellaceae. Als Faktorenerkrankung oder bei Immunschwächen können sie Sinusitiden, 
Endokarditiden, Salpingitiden, Peritonitiden, Wundinfektionen, Abszesse, Aborte und 
Septikämien hervorrufen (SELBITZ et al. 2015).  
 
Tabelle 2   Übersicht veterinärmedizinisch relevanter Pasteurellaceae und deren 
Erkrankungsbild 





Pneumonie Rind, Schaf, 
Schwein 
(QUINN et al. 
2011)                       
(RADOSTITS et al. 
2006)  
Mastitis Schaf 
Rhinitis   Kaninchen 
Geflügelcholera Geflügel 




D Rhinitis Atrophicans Schwein 
Pneumonie Schwein 






(HODGINS et al. 
16.4.2020)  
Enzootische Pneumonie Kalb (BROCKMEIER et 




Gattung Erkrankung Tierart Referenz 
Progressive Atrophische 
Rhinitis 
Schwein (MAGYAR und 




A1 und A6 
Atemwegserkrankung Rind (SINGH et al. 
2011)  





(HODGINS et al. 
16.4.2020)  
Enzootische Pneumonie Kalb (BROCKMEIER et 
al. 16.4.2020)  
Progressive atrophische 
Rhinitis 
Schwein (MAGYAR und 
LAX 16.4.2020)  
Actinobacillus 
pleuropneumoniae 














Rind (KEHRENBERG et 














Maus (FORNEFETT et 
al. 2018) 
(HEDRICH 2012)     
(BRENNAN et al. 























Als große Gruppe potenzieller Virulenzfaktoren sind innerhalb der Pasteurellaceae 
sogenannte repeats-in-toxin (RTX)-Toxine beschrieben. Diese Toxine sind in gramnegativen 
Bakterien zu finden und zeichnen sich durch Tandem-Repeats in der Aminosäuresequenz, ein 
Strukturgen, ein Aktivatorgen und einen Sekretionsmechanismus aus (SELBITZ et al. 2015). 
Viele dieser Toxine wurden bereits funktionell anhand von rekombinanten Proteinen oder 
Kulturüberständen untersucht (Tabelle 3). Eine sichere Aussage über die Relevanz für die 
Virulenz einzelner Isolate lässt sich auf Grund des Zusammenspiels vieler Mechanismen 
allerdings nur mittels in vivo Untersuchungen treffen. Hierfür konnten einige Autoren 
Deletionsmutanten erstellen und diese im Tierversuch untersuchen. Tabelle 3 zeigt eine 
Übersicht über bisher bekannte RTX-Toxine und deren Funktion in vitro bzw. in vivo. Durch  
in-vitro-Untersuchungen konnten hauptsächlich hämolytische, adhäsive und zytotoxische 
Eigenschaften ermittelt werden (UDEZE und KADIS 1992, SCHALLER et al. 1999, 
KRISTENSEN et al. 2010, SASAKI et al. 2011, SASAKI et al. 2009, BERTHOUD et al. 2002, 
KÜNG und FREY 2013). Für Ma. haemolytica (TATUM et al. 1998), A. pleuropneumoniae (LIU 
et al. 2009, REIMER et al. 1995) und G. anatis (TANG et al. 2020) konnte außerdem eine 
Verringerung der Virulenz gezeigt werden, wenn die entsprechenden RTX-Toxingene deletiert 
wurden.  
 
Tabelle 3 Funktionen bekannter RTX-Toxine in Pasteurellaceae 
Toxin Funktion bzw. Relevanz für Virulenz Referenzen 
Mannheimia haemolytica 
LktA in vitro Histaminfreisetzung in bovinen 
Mastzellen 
(ADUSU et al. 1994) 
Zellschwellung, Kaliumfreisetzung von 
bovinen Neutrophilen 
(CLINKENBEARD et al. 
1989) 
Neutrophilenlyse durch Leukotrien B-4-
Freisetzung 
(CLINKENBEARD et al. 
1994) 
Apoptose und DNA Fragmentation (SUN et al. 1999) 
in vivo Reduktion der Virulenz mit 
Deletionsmutante, nicht avirulent 
(Infektionsversuch in Kälbern) 
(TATUM et al. 1998) 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
LtxA in vitro Bindung von Beta-2-Integrin von 
menschlichen Zellen 
(LALLY et al. 1997) 
Apoptose von menschlichen HL-60 (KOROSTOFF et al. 1998) 
in vivo Schwere der Peridontitis nicht von 
Expressionsmenge abhängig 









in vitro Oxidative Burst und Tötung porciner 
Neutrophiler in Wildtyp mit ApxIA und 
ApxIIA und in dessen Mutanten mit 
ApxIA oder ApxIIA, nicht in 
Doppelmutante 
(JANSEN et al. 1995) 
Neutralisierung von hämolytischer und 
zytotoxischer Wirkung durch Antikörper 
gegen ApxIA, ApxIIA und ApxIIIA 
(UDEZE und KADIS 1992) 
in vivo Verlust der Pathogenität durch Deletion 
von ApxIA und ApxIIA, moderate 
Virulenz nach Insertion von PnxIIA, 
volle Virulenz bei Komplementation 
beider Toxine (Infektionsversuch im 
Schwein) 
(REIMER et al. 1995) 
ApxIVA in vitro Hämolytisch (SCHALLER et al. 1999) 
in vivo Geringere Pathogenität durch Deletion (LIU et al. 2009) 
Pasteurella aerogenes, Pasteurella mairi 
PaxA in vivo Toxin in allen Isolaten aus Aborten oder 
neonatalen Septikämien enthalten, 
opportunistische/ kommensale Isolate 
ohne Toxin 
(KUHNERT et al. 2000) 
Gallibacterium anatis 
GtxA in vitro Deletionsmutante nicht hämolytisch und 
nicht zytotoxisch 
(KRISTENSEN et al. 2010) 
in vivo Virulenz durch Deletion stark verringert (TANG et al. 2020) 




in vitro Hämolytisch, adhärent, zytotoxisch (SASAKI et al. 2011, 
SASAKI et al. 2009) 
Actinobacillus equuli 
AqxA in vitro Hämolytisch (BERTHOUD et al. 2002) 
Avibacterium paragallinarum 






2.2.2 Rodentibacter heylii und Rodentibacter pneumotropicus 
Für Nagetiere, vor allem Mäuse und Ratten in Versuchstierbeständen, ist unter den 
Pasteurellaceae primär die Gattung Rodentibacter klinisch relevant. Eine Studie aus 2009 
zeigt eine Prävalenz für R. pneumotropicus und R. heylii bei Mäusen von 4 % in Europa bzw. 
13,2 % in Nordamerika (PRITCHETT-CORNING et al. 2009). Der Großteil der infizierten Tiere 
bleibt asymptomatisch und kann so als Erregerreservoir fungieren (MOORE und ALDRED 
1978). Ab einer experimentellen Infektionsdosis von 1,1x103 bis 1,1x104 KBE (Koloniebildende 
Einheiten) kommt es zu einer Kolonisation der oberen Atemwege (PATTEN et al. 2010). 
Klinische Symptome treten hauptsächlich bei genetisch manipulierten und dadurch 
immundefizienten Tieren auf. Beobachtete Symptome sind hierbei Infektionen der 
Harderschen Drüse, des Mittelohres, des subkutanen Gewebes, der Milchdrüse und des 
Uterus (HEDRICH 2012). Spontane Infektionen mit R. pneumotropicus können in 
immundefizienten Mäusen außerdem zu Tachypnoe, Dyspnoe, plötzlichem Tod, Pneumonie 
und pulmonalen Abszessen führen (TOWNE et al. 2014, CHAPES et al. 2001). In einer 
Infektionsstudie an immundefizienten F344/NJcl-rnu/rnu Ratten mit dem R. pneumotropicus 
Referenzstamm ATCC 35149 wurde eine Veränderung der epithelialen Zilien sowie 
Entzündung und Nekrose der nasalen Mukosa nach experimenteller Infektion mit 2,5x105 KBE 
beobachtet (HAYASHIMOTO, NOBUHITO et al. 2008). Eine weitere Studie zeigte Symptome 
wie Depression, gesträubtes Fell, Gewichtsverlust und Mortalität in immundefizienten 
NOD/ShiJic-scid/Jcl Mäusen, welche mit 107 KBE des gleichen Referenzstammes inokuliert 
wurden. Immunkompetente Crlj:CD1 Mäuse zeigten in der gleichen Studie weder klinische 
Anzeichen einer Erkrankung noch histopathologische Veränderungen diverser Organe 
(KAWAMOTO, EIICHI et al.). Aber auch immunkompetente Mäuse können Mastitiden, 
Vaginal-, Haut- und Orbitalabszesse durch eine spontane Infektion mit R. heylii entwickeln 
(ADHIKARY et al. 2017a). In einer kürzlich durchgeführten Studie konnte eine katarrhalisch-
eitrige Bronchopneumonie und Konjunktivitis nach experimentell induzierter Infektion mit 
108 KBE R. pneumotropicus in ebenfalls immunkompetenten BALB/c und C57BL/6 Mäusen 
gezeigt werden. Der verwendete Infektionsstamm JF4Ni wurde kürzlich aus Mäusen einer 
Forschungseinrichtung mit schweren Gesundheitsproblemen wie Dyspnoe und hoher 
Mortalität in Mäusen isoliert (FORNEFETT et al. 2018).  
Über die genaue Pathogenese dieser Spezies ist bis heute wenig beschrieben. Ein potenzieller 
Pathogenitätsmechanismus ist die Biofilmbildung, welche für R. heylii- und 
R. pneumotropicus-Stämme in unterschiedlicher Intensität nachgewiesen wurde. Die 
Fähigkeit zur Biofilmproduktion führt zum einen zur besseren Kolonisation an Schleimhäuten 
und zum anderen zu einer erhöhten Resistenz gegenüber Antibiotika und der wirtseigenen 
Immunabwehr (SAGER et al. 2015). Außerdem ist für R. heylii bzw. R. pneumotropicus ein 
Komplementevasionsmechanismus beschrieben. Hierbei werden die Inhibitoren Faktor H und 




somit alle drei Wege des Komplementsystems gehemmt werden. Dies führte zu einem 
höheren Überleben der Bakterien im humanen Serum (SAHAGÚN-RUIZ et al. 2014).  
Die Unterschiede in der Virulenz verschiedener Rodentibacter-Stämme können möglicher 
Weise auf eine variable Verteilung von Virulenzfaktoren zurückzuführen sein. Für 
R. pneumotropicus und R. heylii sind, wie auch für andere Vertreter der Pasteurellaceae, RTX-
Toxine beschrieben (SASAKI et al. 2009, SASAKI et al. 2011). Die drei Toxine werden mit 
PnxI, PnxII und PnxIII bezeichnet und sind bisher nur in Form rekombinanter Proteine 
funktionell untersucht. Während PnxI und PnxII als potenzielle Hämolysine beschrieben 
wurden, wurde PnxIII eine Adhäsionsfunktion zugeschrieben. Außerdem zeigen alle drei 
rekombinanten Proteine eine zytotoxische Wirkung gegenüber J774A.1 Mausmakrophagen 
(SASAKI et al. 2009, SASAKI et al. 2011). Diese Toxine sind in unterschiedlicher Verteilung in 
Isolaten der beiden Rodentibacter spp. vertreten. FORNEFETT et al. zeigen, dass 46 % der 
R. heylii-Isolate ausschließlich pnxIA, weitere 12 % zusätzlich pnxIIIA und 42 % kein RTX-
Toxin trugen. In 74 % der untersuchten R. pneumotropicus-Stämme hingegen waren alle 3 
Gene vertreten. Nur je 7 % trugen keines der Toxingene oder nur pnxIA. Jeweils 4 % besaßen 
die Gene für pnxIIIA und pnxIA oder nur pnxIIA. Durch molekulargenetische Untersuchungen 
wurde gezeigt, dass auch der Infektionsstamm R. pneumotropicus JF4Ni alle drei 
beschriebenen RTX-Toxine besitzt. Diese potenziellen Virulenzfaktoren werden als mögliche 
Erklärung für die hohe Morbidität (87,5 % - 100 %) und Mortalität (50 % - 56 %) aufgeführt 
(FORNEFETT et al. 2018).  Weitere potenzielle Virulenzfaktoren, wie ein Filamentöses 
Hämagglutinin, Inclusion-body-Protein A, Kollagenasen, Adhäsine, Hämolysine und diverse 
YadA-like-Proteine wurden mittels Genomsequenzierung identifiziert. Hierbei waren in 12 von 
16 Isolaten aus Mäusen und 2 von 12 Ratten-Isolaten YadA-kodierende Gene enthalten. Eine 
funktionelle Untersuchung einzelner Proteine war in dieser Studie jedoch nicht erfolgt (SASAKI 








2.3.1 Pasteurellaceae  
2.3.1.1 Monitoring 
Die Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA) ist ein 
europaweiter Zusammenschluss aus versuchstierkundlichen Vereinigungen, welcher unter 
anderem für die Erarbeitung von Empfehlungen für die Arbeit mit Versuchstieren zuständig ist. 
Neben Richtlinien bezüglich der Weiterbildung von tierexperimentell arbeitenden Mitarbeitern 
und der Haltung von Versuchstieren gibt die FELASA Empfehlungen zum klinischen 
Monitoring (ANON. 05/19/2020 06:40:52). In Abhängigkeit ihrer klinischen Relevanz, der 
Prävalenz und der potenziellen Auswirkung auf Versuchsergebnisse sollen Versuchstiere auf 
Bakterien, Viren und Pilze in unterschiedlicher Häufigkeit untersucht werden.  
Das Monitoring auf Pasteurellaceae wird für eine Vielzahl von Tierarten empfohlen (Tabelle 
4). Außer in den Empfehlungen für nichtmenschliche Primaten (BALANSARD et al. 2019) 
findet man in sämtlichen aktuellen Stellungnahmen der FELASA Richtlinien bezüglich einiger 
Pasteurellaceae. So empfiehlt REHBINDER et al. ein gattungs- oder sogar 
familienübergreifendes Screening auf Pasteurella spp. und Actinobacillus spp. (Kalb, Schaf, 
Ziege (REHBINDER et al. 2000)) bzw. Pasteurellaceae im Allgemeinen (Hund und Katze 
(REHBINDER et al. 1998)). Des Weiteren findet man speziesspezifische Angaben zu R. heylii 
und R. pneumotropicus (Maus, Ratte), A. pleuropneumoniae (Schwein), Glaesserella parasuis 
(Schwein), P. multocida (Schwein, Kaninchen) und Hi. somni (Kalb, Schaf) (MÄHLER et al. 
2014, REHBINDER et al. 2000, REHBINDER et al. 1998).  
Für das Monitoring von Mäusen, Ratten und Hamstern empfiehlt die FELASA eine 
vierteljährliche Untersuchung auf R. heylii bzw. R. pneumotropicus ((MÄHLER et al. 2014), 
hier noch als P. pneumotropica bezeichnet). Es wird darauf hingewiesen, dass der alleinige 
Einsatz von kommerziellen Testsystemen zu falschen Ergebnissen führen kann. Stattdessen 
sollte eine Kombination aus serologischen Screenings (Multiplex-Immunoassay, 
Enzymgebundener Immunosorbens-Assay (ELISA), Immunfluoreszenz-Assay (IFA), 
Hämagglutinationinhibition(HAI)), kultureller bakteriologischer Untersuchung und 
molekularbiologischen Methoden (z.B. Polymerasekettenreaktion (PCR)) durchgeführt 
werden. Das Testergebnis jeder Untersuchung soll kritisch hinterfragt werden, wobei sowohl 
die Sensitivität und Spezifität der Testsysteme als auch die Prävalenz der diagnostizierten 
Bakterien zu berücksichtigen sind. Im Falle eines positiven Ergebnisses sind weitere 
diagnostische Maßnahmen zur Bestätigung zu ergreifen. Andernfalls könnten unnötiger Weise 
die Keulung sämtlicher Tiere, eine aufwendige Desinfektion der Labore oder der Abbruch 
laufender Tierversuche das Resultat falsch-positiver Testergebnisse sein (MÄHLER et al. 
2014). Die Qualität der verwendeten Tests ist somit ausschlaggebend für sichere, qualitativ 




Tabelle 4  FELASA-Richtlinien zum Monitoring von Versuchstieren auf Pasteurellaceae 
Spezies Tierart Monitoring Referenz 
Pasteurellaceae Katze vierteljährlich, verpflichtend (REHBINDER et 
al. 1998) Hund vierteljährlich, bei Klinik 
Pasteurella spp. Kalb, Schaf, 
Ziege 







vierteljährlich, verpflichtend (MÄHLER et al. 
2014) 
Actinobacillus spp. Kalb, Schaf, 
Ziege 




Schwein vierteljährlich, verpflichtend (REHBINDER et 
al. 1998) 
Histophilus somni* Kalb mind. jährlich, verpflichtend (REHBINDER et 
al. 2000) Schaf mind. jährlich, bei Klinik 
Glaesserella parasuis* Schwein vierteljährlich, verpflichtend (REHBINDER et 
al. 1998) Pasteurella multocida Schwein vierteljährlich, verpflichtend 
Kaninchen vierteljährlich, verpflichtend (MÄHLER et al. 
2014) 
*: aktuelle Nomenklatur, frühere Bezeichnung siehe Tabelle 1 
 
 
2.3.1.2 Direkte Diagnostik  
In der direkten Diagnostik werden Antigene, also ganze Infektionserreger oder einige ihrer 
Bestandteile, mit verschiedenen Methoden gesucht. Zur Verfügung stehen herkömmliche 
Methoden wie die kulturelle und biochemische Differenzierung, darauf aufbauende Techniken 
wie MALDI-TOF MS oder molekularbiologische Untersuchungen mittels PCR. 
 
2.3.1.2.1 Kulturelle und biochemische Diagnostik  
Die Basis bildet meist die herkömmliche kulturelle Untersuchung. Mittels Ausstriches des 
erregerhaltigen Materials auf verschiedenen bluthaltigen Nährböden können Pasteurellaceae 
innerhalb von 24 bis 72 Stunden kultiviert werden. Die fakultativen anaerob wachsenden, 
teilweise kokkoiden, gramnegativen Stäbchen verfügen über Cytochrom-Oxidase und sind 
zum oxidativen und fermentativen Kohlenhydratabbau fähig. Zur Differenzierung der Spezies 





Indolbildung, Harnstoffspaltung und Verstoffwechselung verschiedener Zucker, herangezogen 
werden. Außerdem bieten Eigenschaften wie β-NAD-Abhängigkeit und Hämolyse in 
Kombination mit der klinischen Anamnese einfache Möglichkeiten zur Aufstellung von 
Verdachtsdiagnosen (DOUSSE et al. 2008).  
Des Weiteren stehen kommerzielle Systeme zur biochemischen Differenzierung 
verschiedener Spezies zur Verfügung (Tabelle 5). Mit ihnen können veterinärmedizinisch 
relevante Pathogene wie P. multocida und Ma. haemolytica (COLLINS et al. 1981) oder Hi. 
somni und A. seminis (COUSINS und LLOYD 1988) identifiziert werden. Auch die 
Unterscheidung einzelner Genotypen oder Serotypen ist in einigen Fällen, wie beispielsweise 
bei Ma. haemolytica und A. pleuropneumoniae, relevant und möglich (WYNN et al. 2020, 
SIROIS und HIGGINS 1991). 
 
Tabelle 5  Literaturübersicht zur biochemischen Differenzierung einzelner 
Pasteurellaceae 
Studieninhalt Referenz 
Phänotypische Differenzierung von Mannheimia 
haemolytica Genotyp 1 und 2 
(WYNN et al. 2020) 
Biochemische Differenzierung diverser Pasteurellaceae (DOUSSE et al. 2008) 
Identifikation von Pasteurella multocida mittels API 
20NE, 20E, 50CHB/E, ZYM 
(VERA LIZARAZO et al. 2008) 
Biochemische Differenzierung Actinobacillus 
pleuropneumoniae Serotyp 1 und 5 
(SIROIS und HIGGINS 1991) 
Identifikation von Histophilus somni und Actinobacillus 
seminis mittels API ZYM 
(COUSINS und LLOYD 1988) 
Identifikation von Pasteurella multocida und 
Mannheimia haemolytica mittels API 20E, Minitek, 
Oxi/Ferm-Tube 
(COLLINS et al. 1981) 
 
 
2.3.1.2.2 MALDI-TOF MS  
Aufbauend auf eine kulturelle Anzucht steht mit der Matrix-assoziierten Laser-Desorption-
Ionisierung Flugzeitanalyse Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) eine weitaus schnellere 
und einfachere Methode zur Differenzierung verschiedener Bakterien zur Verfügung. Bei 
dieser Technik wird Koloniematerial der zu identifizierenden Bakterien in eine Matrix 
eingebettet und auf einem Träger fixiert. Mittels Laser werden einzelne Moleküle aus der Probe 




anschließend auf einen Detektor, welcher diese in elektrische Signale umwandelt und so ein 
spezifisches Spektrum aufzeichnet (FREY und KUHNERT 2015). Die entstandenen Spektren 
werden mit Referenzspektren einer Datenbank abgeglichen und so einer Gattung oder 
Spezies zugeordnet.  
Innerhalb der Pasteurellaceae können (Stand 2015) mit dieser Technik 18 Genera und die 
meisten der 60 Spezies und Subspezies identifiziert werden (FREY und KUHNERT 2015). Die 
Grenze liegt bei dieser Methodik hauptsächlich in der Ähnlichkeit einiger Spezies zueinander, 
weshalb eine Spezies- oder Subspeziesdiagnose vor allem bei der Gattung Actinobacillus nur 
vorsichtig zu treffen ist (KUHNERT et al. 2012). Regelmäßige Evaluierungen und 
Erweiterungen der aktuellen Datenbanken sind nötig, um die Qualität und Nutzbarkeit dieser 
Technik aufrecht zu erhalten (Tabelle 6). Zusätzlich können Protokolle entwickelt werden, mit 
denen beispielsweise eine Differenzierung verschiedener Spezies ohne vorherige Anzucht 
(VAN DRIESSCHE et al. 2019) oder eine Untersuchung von Antibiotikaresistenzen möglich 
wird (VAN DRIESSCHE et al. 2018). 
 
 
Tabelle 6  Übersicht zu Neuerungen der MALDI-TOF MS basierten Identifikation von 
Pasteurellaceae (2012 bis 2019) 
Studieninhalt Referenz 
MALDI-TOF MS Protokoll ohne Anzucht für 
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, 
Bibersteinia trehalosi, Moraxella ovis, Mannheimia 
varigena, Histophilus somni, Gallibacterium anatis 
(VAN DRIESSCHE et al. 2019)  
Differenzierung der Genotypen 1 und 2 von 
Mannheimia haemolytica 
(LOY und CLAWSON 2017)  
Evaluation der Identifikation von Mannheimia 
haemolytica 
(PUCHALSKI et al. 2016) 
Evaluierung der Identifikation von Avibacterium spp. 
und Erweiterung um Avibacterium paragallinarum 
(ALISPAHIC et al. 2014) 
Evaluierung und Erweiterung der Identifikation 
diverser Pasteurellaceae 









Die Polymerasekettenreaktion (PCR) bietet eine weitere verhältnismäßig schnelle Methodik 
zur Identifikation verschiedener Bakterien. Erstmals 1986 beschrieben (MULLIS et al. 1986), 
wurde diese Technik in den letzten Jahrzehnten präzisiert und um verschiedene 
Anwendungsbereiche erweitert. In der bakteriologischen Diagnostik wird ein Fragment 
bakterieller DNA mittels spezifischer Primer und einer DNA-Polymerase vervielfältigt und 
entweder anschließend mittels Gelelektrophorese oder zeitgleich durch fluoreszierende 
Nukleotide (Real-time PCR) sichtbar gemacht. Der Nachweis eines spezifischen Amplifikates 
bestätigt das Vorhandensein des entsprechenden Bakteriums. 
Der Vorteil gegenüber kulturellen Methoden ist die Zeitersparnis, da aufwendige und 
fehleranfällige Kultivierungsverfahren entfallen. Außerdem sind einige Spezies gar nicht oder 
nur mit hohem Aufwand kultivierbar, wodurch deren Diagnostik schwierig bis unmöglich wäre. 
Für die PCR genügt im Allgemeinen erregerhaltiges Probenmaterial, aus welchem bakterielle 
DNA extrahiert werden kann. Da diese DNA anschließend direkt als Template fungiert, kann, 
in Abhängigkeit der Sensitivität der PCR, innerhalb weniger Stunden eine Diagnose gestellt 
werden. Für manche Erreger sind sogar quantitative PCRs etabliert, wodurch eine 
Einschätzung der Erregerlast möglich ist. Außerdem können hohe Probenzahlen, wie sie 
beispielsweise im Monitoring von Versuchstierbeständen oder bei Routinekontrollen von 
Nutztierbetrieben auftreten, mit deutlich geringerem Materialaufwand im Vergleich zur 
kulturellen bakteriologischen Untersuchung bearbeitet werden. 
Auch zur Diagnostik diverser Pasteurellaceae findet die PCR häufig Anwendung und ist somit 
Inhalt einer Vielzahl von Studien zur Etablierung neuer und Evaluierung bestehender 
Protokolle. Tabelle 7 zeigt eine Übersicht der Neuerungen von 2010 bis 2019. Ein großer Teil 
der Studien beschäftigt sich mit der Entwicklung neuer Protokolle zur Identifikation bzw. 
Differenzierung. Je sechs Studien zur Identifikation einzelner Spezies mittels Realtime-PCR 
und zur Differenzierung verschiedener Spezies mittels Multiplex-PCR sind hier aufgeführt. Aus 
epidemiologischen Gründen, bei unterschiedlicher Pathogenität innerhalb einer Spezies oder 
im Falle spezieller, serotypspezifischer Erkrankungen kann die genauere Diagnose eines 
Serotyps oder Serovars notwendig sein. Dieser Differenzierung widmen sich acht weitere 
Veröffentlichungen und ermöglichen somit eine spezifischere Diagnostik. Des Weiteren 
können, dank zweier weiterer Studien, Virulenzfaktoren in klinischen Isolaten mittels PCR 
identifiziert werden, wodurch eine Aussage über die klinische Relevanz am 






Tabelle 7  Literaturübersicht zur Etablierung und Evaluierung von PCR-Verfahren in 
der Diagnostik von Pasteurellaceae (2010-2019) 
Inhalt Referenz 
Rodentibacter heylii und R. pneumotropicus 
qPCR zur simultanen Detektion von R. pneumotropicus 
und R. heylii 
(BUCHHEISTER et al. 2019)  
mPCR zur Identifikation von R. pneumotropicus, R. heylii 
und M. muris 
(BENGA et al. 2013a) 
Muribacter muris 
mPCR zur Identifikation von R. pneumotropicus, R. heylii 
und M. muris 
(BENGA et al. 2013a) 
mPCR zur Identifikation von M. muris (BENGA et al. 2013b)  
Avibacterium paragallinarum 
RT-PCR zur Diagnose der infektiösen Koryza (CLOTHIER et al. 2019) 
mPCR zur Differenzierung der Serovare A, B und C (SAKAMOTO et al. 2012) 
Gallibacterium anatis 
qPCR mit fluoreszierender TaqMan Sonde zur Detektion 
von G. anatis 
(HUANGFU et al. 2018) 
qPCR mit SYBR Green I zur Detektion von G. anatis (HUANGFU et al. 2012) 
Glaesserella parasuis 
mPCR zur Prognose der Virulenz einzelner Stämme (GALOFRÉ-MILÀ et al. 2017) 
PCRs zur Differenzierung von 15 Serotypen inkl. 
Serovare 5 und 12 
(JIA et al. 2017) 
mPCR zur Differenzierung der Serotypen, außer 
Serovare 5 und 12 
(HOWELL et al. 2015) 
RT-PCR zur Diagnostik der Glässer‘schen Krankheit (TURNI et al. 2010) 
mPCR zur Identifikation von wichtigen Bakterien in 
Schweinen 
(HRIČÍNOVÁ et al. 2010) 
Mannheimia haemolytica 
RT-mPCR zur Diagnostik der bovinen 
Atemwegserkrankung 
(LOY et al. 2018) 
mPCR zur Differenzierung der Serotypen 1, 2, 6 (KLIMA et al. 2017) 
RT-mPCR zur Diagnostik der bovinen 
Atemwegserkrankung 
(WISSELINK et al. 2017) 
RT-mPCR zur Diagnostik der bovinen 
Atemwegserkrankung 
(ZHANG et al. 2017) 







RT-mPCR zur Diagnostik der bovinen 
Atemwegserkrankung 
(LOY et al. 2018) 
RT-mPCR zur Diagnostik der bovinen 
Atemwegserkrankung 
(WISSELINK et al. 2017) 
RT-mPCR zur Diagnostik der bovinen 
Atemwegserkrankung 
(ZHANG et al. 2017) 
mPCR zur Differenzierung der Kapseltypen A, B, D, E, F (NEFEDCHENKO et al. 2016) 
mPCR zur Serotypisierung mittels LPS-Gene (HARPER et al. 2015) 
mPCR für zur Detektion von Virulenzfaktoren (RAJKHOWA 2015) 
mPCR zur Identifikation von wichtigen Bakterien in 
Schweinen 
(HRIČÍNOVÁ et al. 2010) 
Histophilus somni 
RT-mPCR zur Diagnostik der bovinen 
Atemwegserkrankung 
(LOY et al. 2018) 
RT-mPCR zur Diagnostik der bovinen 
Atemwegserkrankung 
(WISSELINK et al. 2017) 
mPCR zur Diagnostik der Infektiösen Ovinen 
Epididymitis* 
(MOUSTACAS et al. 2013) 
Actinobacillus pleuropneumoniae 
mPCR zur Differenzierung der Serovare 1, 2, 3, 5, 6, 7, 
8, 10,12 
(BOSSÉ et al. 2014) 
mPCR zur Identifikation von wichtigen Bakterien in 
Schweinen 
(HRIČÍNOVÁ et al. 2010) 
mPCR zur Differenzierung der Serotypen 1, 2, 5 (ITO 2010) 
Actinobacillus seminis 
mPCR zur Diagnostik der Infektiösen Ovinen 
Epididymitis* 
(MOUSTACAS et al. 2013) 
qPCR: Quantitative PCR; mPCR: Multiplex-PCR; RT-PCR: Realtime-PCR 








2.3.1.3 Indirekte Diagnostik 
Unter indirekter Diagnostik versteht man den Nachweis spezifischer Antikörper im Serum. 
Primär findet hierbei der indirekte ELISA Anwendung. Ein möglichst spezifisches Antigen wird 
auf eine Mikrotiterplatte gekoppelt und mit dem zu untersuchenden Serum inkubiert, wodurch 
entsprechende Antikörper an das Antigen gebunden werden. Durch die Bindung eines 
zweiten, Enzym-gekoppelten (z.B. Peroxidase) Antikörpers an den ersten Antikörper wird ein 
Substrat (z.B. Tetramethylbenzidin) umgesetzt und ein Farbumschlag wird messbar. Mittels 
Messung der Absorption unter definierten Wellenlängen kann somit der Gehalt an spezifischen 
Antikörpern im Serum bestimmt werden.  
Als Antigen können sowohl ganze Zellen oder deren Lysate als auch einzelne Antigene wie 
Proteine oder LPS-Bestandteile verwendet werden. Vorteil ganzer Zellen und Lysate ist die 
einfache und schnelle Herstellung, da lediglich Bakterien kultiviert, inaktiviert und ggf. 
aufgeschlossen werden müssen. Die Sensitivität kann relativ hoch sein, da mehrere Antigene 
zum Erkennen verschiedener Antikörper zur Verfügung stehen. Auf der anderen Seite kann 
die Spezifität durch Verwendung einzelner Antigene erhöht werden, da hierbei nur spezies-
spezifische Antikörper gebunden werden. Diese Methode ist allerdings deutlich aufwendiger, 
da entsprechende Antigene zunächst gefunden, rekombinant exprimiert und aufgereinigt 
werden müssen.  
Für Pasteurellaceae stehen nur wenige gut etablierte ELISAs zur Verfügung. Vermutlich auf 
Grund der Vielzahl unterschiedlicher Erkrankungen bei diversen Tierspezies ist P. multocida 
Bestandteil vieler Studien zur Entwicklung von ELISAs. Auch hierbei spielen sowohl Ganz-
Zell-Antigene (TANKAEW et al. 2018, POOLPERM et al. 2017, TANKAEW et al. 2017, 
DOGRA et al. 2015) als auch einzelne Antigene wie das Oberflächenmembranprotein H 
(OmpH) (LIU et al. 2017) und das Dermonekrotische Toxin (PmDNT) (TAKADA-IWAO et al. 
2007) eine Rolle. Für A. pleuropneumoniae (EAMENS et al. 2012) und G. parasuis (LIU et al. 
2019) wurden primär ELISAs auf Basis einzelner Antigene etabliert. Tabelle 8 zeigt eine 
Übersicht der neueren ELISA-Entwicklungen für veterinärmedizinisch relevante 










Tabelle 8  Literaturübersicht zur ELISA-Entwicklung für Pasteurellaceae (2006-2019) 
Antigen Sensitivität Spezifität Referenz 
Pasteurella multocida 
Hitzeextrakt-Antigen aus P. multocida 
P-1256 
90,3 % 90,1 % (TANKAEW et al. 
2018) 
Hitzeextrakt-Antigen aus P. multocida 
M-1404 
92,1 % 71,9 % 
rOmpH 100 % 95,0 % (LIU et al. 2017) 
Hitzeextrakt-Antigen aus P. multocida 
X-73 
94,7 % 87,2 % (POOLPERM et al. 
2017) 
Hitzeextrakt-Antigen aus P. multocida 
M-1404 
86,5 % 54,1 % (TANKAEW et al. 
2017) 
OMP-Extrakt von P. multocida P:52 91,6-95 % 88,8-100 % (DOGRA et al. 
2015) Ganz-Zell-Lysat von P. multocida 
P:52 
93,3-96,6 % 94,4-72,7 % 
rPmDNT 23,0 % 98,3 % (TAKADA-IWAO et 
al. 2007) 
Actinobacillus pleuropneumoniae 
ApxIVA-N n. a. 90 % (EAMENS et al. 
2012) ApxIVA-NP n. a. 93 % 
ApxIVA-NPS n. a. 80 % 
ApxIVA-C und ApxIVA-CP n. a. 
Rodentibacter pneumotropicus 
Ganz-Zell-Antigen n. a. n. a. (BOOT und VAN 
DE BERG 2006) 
Glaesserella parasuis 
rApd 96,4 % 94,9 % (LIU et al. 2019) 
rEspP1 und rEsp2 n. a., keine Differenzierung 
möglich 
rOppA n. a., experimentell 
infizierte Tiere erkannt 
(MACEDO et al. 
2016) 
r: rekombinant (Proteine hergestellt in gentechnisch veränderten Escherichia coli) 





2.3.2 Rodentibacter heylii und Rodentibacter pneumotropicus 
Auf Grund ihrer hohen Prävalenz und Relevanz vor allem für Versuchstierbestände, sind 
R. pneumotropicus und R. heylii Bestandteil einiger Studien zur Evaluierung und Erweiterung 
des bestehenden diagnostischen Spektrums.  
So beschreibt DOUSSE et al. die kulturelle und biochemische Differenzierung von ehemals 
P. pneumotropica zu anderen Pasteurellaceae wie folgt: Die Spezies ist Teil einer Gruppe, 
welche β-NAD-unabhängig ist, also auf normalem Blutagar wächst, nicht hämolytisch ist und 
Indol produziert. Des Weiteren verstoffwechselt sie kein Mannitol und Sorbitol, besitzt aber als 
einziger Vertreter dieser Gruppe Urease und Ornithindecarboxylase (DOUSSE et al. 2008). 
Allerdings wurde in dieser Studie der Referenzstamm CCUG 12398 verwendet, welcher zur 
Spezies R. pneumotropicus gehört und somit nicht beide Rodentibacter spp. widerspiegelt. 
Die Gattung Rodentibacter ist mit einigen biochemischen Eigenschaften von anderen 
Pasteurellaceae abzugrenzen. So ist Rodentibacter der einzige Vertreter, der für Katalase, 
Urease, alkalische Phosphatase und Ornithindecarboxylase positiv ist, Galactose 
verstoffwechselt, nicht X-Faktor abhängig ist und kein Sorbitol abbauen kann (ADHIKARY et 
al. 2017b, CHRISTENSEN und BISGAARD 2004). Des Weiteren lassen sich 
R. pneumotropicus und R. heylii mit folgenden biochemischen Eigenschaften von anderen 
Rodentibacter spp. abgrenzen: Abbau von Xylose (R. heidelbergensis, R. trehalosifermentans 
und R. rarus negativ) und Trehalose (R. ratti und R. heidelbergensis negativ), kein Abbau von 
Mannitol (R. myodis positiv) sowie das Fehlen der β-Glucuronidase (vorhanden bei R. mrazii). 
Zur Differenzierung von R. pneumotropicus und R. heylii kann die Verstoffwechslung von 
Arabinose (R. pneumotropicus negativ, R. heylii positiv) oder die α-Glucosidase 
(R. pneumotropicus positiv, R. heylii negativ) herangezogen werden (ADHIKARY et al. 2017b). 
Für eine schnellere Diagnostik steht auch für ehemals P. pneumotropica die MALDI-TOF MS 
zur Verfügung. In einer Studie ist die erfolgreiche Identifikation eines Isolates gezeigt worden 
(ALMUZARA et al. 2019). Andere Untersuchungen hingegen evaluierten die Anwendbarkeit 
der MALDI-TOF MS für Pasteurellaceae, ohne dabei P. pneumotropica zu berücksichtigen 
(FREY und KUHNERT 2015, KUHNERT et al. 2012) oder ohne erfolgreiche Identifikation 
(ZANGENAH et al. 2013). In der Datenbank sind bis heute nur zwei Referenzspektren der 
obsoleten Spezies P. pneumotropica enthalten, was zum einen nicht die Vielfalt der Spezies 
widerspiegelt, und zum anderen keine Differenzierung zwischen R. pneumotropicus und 
R. heylii zulässt. Für die aktuelle Diagnostik ist diese Technik somit nur unzureichend. 
Deutlich aktueller sind die Möglichkeiten der molekularen Diagnostik beider Erreger. 2013 
beschrieben BENGA et al. eine Multiplex-PCR zur Differenzierung der damaligen Biovare 
Jawetz und Heyl von P. pneumotropica. Mit dieser PCR, basierend auf der Amplifikation 
spezifischer Sequenzen innerhalb des 16S-23S-Gens, lassen sich entsprechende Isolate 
auch nach der Reklassifizierung zu R. pneumotropicus und R. heylii unterscheiden (BENGA 





beider Spezies etabliert. Diese basiert auf der Amplifikation des spezifischen 
Virulenzfaktorgens ibpA und ermöglicht eine sensitivere Detektion aus Umweltprobenmaterial 
(BUCHHEISTER et al. 2019). Da die FELASA bisher keine Differenzierung zwischen 
R. pneumotropicus und R. heylii vorschreibt, ist dieses Protokoll zum Monitoring von 
Versuchstierbeständen ausreichend. 
Die indirekte Diagnostik von R. pneumotropicus und R. heylii mittels ELISA erwies sich in 
diversen Studien durch zahlreiche Kreuzreaktivitäten als schwierig. Hauptsächlich wurden 
hierbei A. equuli, A. lignieresii, P. multocida, Ma. haemolytica und A. suis als kreuzreaktiv 
beschrieben (WULLENWEBER-SCHMIDT et al. 1988, MANNING et al. 1989, MANNING et al. 
1991). In allen drei Studien zeigte sich, dass vor allem Ganz-Zell-Antigene nicht zur 
Differenzierung von anderen Spezies geeignet sind. Auch die Unterscheidung innerhalb der 
Gattung Rodentibacter (bzw. zwischen den ehemaligen Biovaren Jawetz und Heyl) war nicht 
möglich (WULLENWEBER-SCHMIDT et al. 1988, BOOT et al. 1995). Weniger bis gar keine 
Kreuzreaktivitäten sind bei der Verwendung von Lipooligosacchariden als Antigen 
beschrieben (MANNING et al. 1991, MANNING et al. 1989). In der aktuellsten Studie werden 
zwar Ganz-Zell-Antigene verschiedener Pasteurellaceae zur serologischen Untersuchung von 
Labormausbeständen verwendet, allerdings reagierten die Seren positiv auf mehrere dieser 
Antigene. Eine genauere Untersuchung, ob dies auf eine Kreuzreaktivität oder die Infektion 
mit mehreren Erregern zurückzuführen ist, war nicht Teil der Studie (BOOT und VAN DE 
BERG 2006). 
 
2.3.3 Muribacter muris 
M. muris ist kein explizit genanntes, FELASA-relevantes Bakterium (MÄHLER et al. 2014) und 
führt in spontan infizierten Tieren nicht zu einer klinischen Erkrankung. Aus diesen Gründen 
wurde der Diagnostik von M. muris bisher keine größere Aufmerksamkeit geschenkt. Dennoch 
empfiehlt die FELASA ein allgemeines Screening auf Pasteurellaceae (NICKLAS et al. 2002). 
Außerdem zeigen R. pneumotropicus- bzw. R. heylii-spezifische PCRs oft eine unsichere 
Differenzierung zu M. muris (BENGA et al. 2013b, BENGA et al. 2012, HAYASHIMOTO, 
NOBUHITO et al. 2005). Auch eine sichere Diagnostik mittels kultureller Untersuchung mit 
anschließender MALDI-TOF MS ist nicht möglich, da M. muris nicht in der Datenbank enthalten 
ist. 
Aus diesem Grund beschreiben BENGA et al. zunächst eine Multiplex-PCR zur sicheren 
Identifikation von M. muris (BENGA et al. 2013b) und anschließend zur gleichzeitigen 
Differenzierung von R. pneumotropicus bzw. R. heylii (BENGA et al. 2013a). Beide Protokolle 
basieren auf der Amplifikation speziesspezifischer Sequenzen im Bereich des 16S-23S-Genes 




Differenzierung von Nagetier-Pasteurellaceae ist eine Spezifität und Sensitivität von 100 % 






3.1 Differentiation of Rodentibacter pneumotropicus, 
Rodentibacter heylii and Muribacter muris by MALDI-TOF MS  
Kähl, Sophie; Maier, Thomas; Benga, Laurentiu; Fingas, Felix; Baums, Christoph Georg 
J Microbiol Methods 2020;169:105836. 
 
Eigenanteil des Manuskripts 
Folgende Tätigkeiten wurden von mir selbst durchgeführt: 
- Kultivierung der Bakterien 
- DNA-Extraktion sämtlicher verwendeter Bakterienstämme 
- Amplifikation und Aufreinigung der 16S rRNA Gene 
- Sequenzierung der Amplifikate durch einen kommerziellen Anbieter (Seqlab) 
- Sequenzanalyse der 16S rRNA Gene mittels BLAST 
- Einstellung der Sequenzen bei GenBank ® 
- Aufarbeitung der Bakterien in Vorbereitung der Spektrengenerierung 
- MALDI-TOF MS Messung weiterer Isolate und Abgleich mit Ergebnissen der Multiplex-
PCR zur Evaluierung der erweiterten MALDI-TOF MS-Datenbank 
- Verfassen des Manuskriptes mit Unterstützung der Koautoren und Überarbeitung des 
























3.2 Identification of a large repetitive RTX immunogen in a highly 
virulent Rodentibacter heylii strain 
Kähl, Sophie; Volke, Daniela; Fornefett, Juliane; Fingas, Felix; Klose, Kristin; Benga, 
Laurentiu; Grunwald, Thomas; Ulrich, Reiner; Hoffmann, Ralf; Baums, Christoph Georg 
Microbes Infect 2020. (Im Druck) 
 
Eigenanteil des Manuskripts 
Folgende Tätigkeiten wurden von mir selbst durchgeführt: 
- Kultivierung der Bakterien und Herstellung der Infektionsdosen mit R. heylii und 
M. muris (1.1) 
- Experimentelle Infektion, klinische Untersuchung, Blutentnahme, Sektion und 
bakteriologische Untersuchung der Versuchstiere mit Unterstützung von Juliane 
Fornefett und Tierpflegern (1.2., 1.3., 1.4.) 
- PCRs zur Amplifikation der RTX- und CARLO-1-Gene zwecks Genotypisierung von 
R. heylii SF27GVG und R. pneumotropicus JF4Ni (1.7.) 
- DNA-Extraktion, Amplifikation und Klonierung eines 2091bp Fragments von rhiA, 
Transformation des Plasmides pET21b-JF-RhiA in E. coli BL21 sowie Expression und 
Aufreinigung des rekombinanten Proteinfragments rRhiA1460-2077  (1.9) 
- rhiA-PCR inkl. Bakterienkultivierung, DNA-Extraktion und Amplifikation (1.10.) 
- RhiA-Western Blot inkl. Bakterienkultivierung, SDS-PAGE, Western Blot, 
Antikörperbindung und Visualisierung (1.12.) 
- Durchflusszytometrie inkl. Bakterienkultivierung, Probenvorbereitung und -messung 
(1.13.) 
- Sequenzanalyse von rhiA und Erstellung des Eintrages in GenBank ®  
- Verfassen des Manuskriptes gemeinsam mit den Koautoren und Überarbeitung des 










































3.3 Sensitive and immunogen-specific serological detection of 
Rodentibacter pneumotropicus infections in mice  
Fingas, Felix; Volke, Daniela; Hassert, Rayk; Fornefett, Juliane; Funk, Sophie; Baums, 
Christoph Georg; Hoffmann, Ralf 
BMC Microbiol 2019;19(1):43. 
Eigenanteil des Manuskripts 
- Kultivierung der Bakterien 
- Generierung von definierten R. heylii – Positivseren (siehe zweites Manuskript) 
- DNA-Isolation aus Rodentibacter-Stämmen und Amplifikation, Visualisierung sowie 
Klonierung von ompA, fadL und carlo1 in pET21b-JF 
- Transformation der Plasmide in E. coli BL21 und Expression der rekombinanten 
Proteine 
- Unterstützung bei der Manuskripterstellung entsprechend meiner Anteile der 













































3.4 Low-Energy Electron Irradiation Efficiently Inactivates the Gram-
Negative Pathogen Rodentibacter pneumotropicus—A New 
Method for the Generation of Bacterial Vaccines with Increased 
Efficacy 
Fertey, Jasmin; Bayer, Lea; Kähl, Sophie; Haji, Rukiya M.; Burger-Kentischer, Anke; Thoma, 
Martin; Standfest, Bastian; Schönfelder, Jessy; Portillo Casado, Javier; Rögner, Frank-Holm; 
Baums, Christoph Georg; Grunwald, Thomas; Ulbert, Sebastian 
Vaccines (Basel) 2020; 8(1). 
Eigenanteil des Manuskripts 
- Kultivierung der Bakterien zur Herstellung der Infektionsdosis mit R. pneumotropicus 
JF4Ni 
- Experimentelle Infektion und klinische Untersuchung der Versuchstiere  
- Planung und, gemeinsam mit Koautoren und Tierpflegern, Durchführung der Tötung 
und Sektion 
- Bakteriologische Untersuchung der Lungen und Differenzierung der Reisolate 







































Die sichere Identifikation von Krankheitserregern ist ausschlaggebend für die Bekämpfung von 
Infektionskrankheiten des Menschen und der Tiere. Insbesondere hängt die Aussagekraft von 
epidemiologischen und tierexperimentellen Untersuchungen von den 
Differenzierungsmöglichkeiten ab. Mit dieser Dissertation konnten die diagnostischen 
Möglichkeiten für murine Pasteurellaceae verbessert und erweitert werden. Zum einen wurde 
die Differenzierung der neuen Spezies R. pneumotropicus, R. heylii und M. muris mittels 
MALDI-TOF MS sowohl etabliert und evaluiert (1. Publikation) als auch in weiteren 
Tierversuchen angewendet (4. Publikation). Zum anderen konnte auf Grundlage mehrerer 
Infektionsversuche ein Beitrag zur Entwicklung eines ELISAs für den spezifischen, indirekten 
Nachweis von R. pneumotropicus- und R. heylii-Infektionen geleistet werden (3. Publikation). 
Außerdem wurde die Abschätzbarkeit der Virulenz durch den Nachweis bekannter potenzieller 
Virulenzfaktoren untersucht und ein spezifisches Immunogen für R. heylii identifiziert, welches 
möglicherweise als Virulenzmarker in der Diagnostik verwendbar ist (2. Publikation). Die neu 
etablierten Methoden und die Anwendbarkeit verschiedener potenzieller Virulenzfaktoren für 
die Diagnostik werden im Folgenden diskutiert. 
Abhängig von der Art der Proben, der Tierzahl und der Fragestellung werden unterschiedliche 
Untersuchungsmethoden bevorzugt. Im Falle von einzelnen Tieren, die nach plötzlichen 
Todesfällen oder diagnostischen Tötungen seziert werden, bietet sich eine breitgefächerte 
kulturelle bakteriologische Untersuchung mit anschließender MALDI-TOF MS an. Mit dieser 
Herangehensweise wird auf die Einschränkung auf einzelne Erreger, wie sie durch die 
Nutzung spezifischer Primer bei einer PCR oder spezifischer Antigene bei ELISAs stattfindet, 
verzichtet. Somit können zunächst kultivierbare Bakterienspezies angezüchtet und 
differenziert werden. Die MALDI-TOF MS bietet hierbei eine schnelle und einfache Methodik, 
um die Differenzierung mit wenig Material- und Zeitaufwand umzusetzen.  
Durch die Erweiterung der Datenbank in dieser Promotionsarbeit wurden drei Ziele erreicht. 
Zum einen konnte die Identifikation der FELASA-relevanten Spezies R. pneumotropicus bzw. 
R. heylii durch die Aufnahme von jeweils 6 Referenzstämmen in die Datenbank deutlich 
gesichert werden. Die alte Datenbank enthielt lediglich 2 R. pneumotropicus-Stämme, 
wodurch nicht alle Isolate gut und sicher identifiziert werden konnten. Zum Zweiten wurde die 
Differenzierung zwischen den nach der Reklassifizierung als getrennt geltenden Spezies 
R. pneumotropicus und R. heylii ermöglicht. Mittels spezifischer Peaks lassen sich die 
Spektren einzelner Isolate einer Spezies zuordnen, wodurch zum Beispiel epidemiologische 
Untersuchungen und die Bestimmung von Prävalenzen ermöglicht werden. Als dritte 
Neuerung ist eine sichere Differenzierung zu R. ratti und M. muris zu nennen. Diese beiden 
Pasteurellaceae werden ebenfalls häufig isoliert, sind nicht FELASA-relevant, könnten aber zu 
falsch positiven Ergebnissen bei der Untersuchung auf R. pneumotropicus und R. heylii 




verbessert werden. Kritisch bleibt die Identifikation von Rodentibacter spp. anhand niedriger 
Scores oder uneindeutiger Trefferlisten beim Abgleich mit Referenzspektren der Datenbank. 
Für eine sichere Diagnose ist eine hohe Übereinstimmung mit mehreren Datenbankeinträgen 
der entsprechenden Spezies notwendig.  
Eine weitere Einschränkung dieser Methodik bleibt die notwendige vorangestellte Kultivierung 
lebender Bakterien. Diese können, zumindest nach experimenteller Infektion, gut aus inneren 
Organen oder einer Tracheonasallavageflüssigkeit gewonnen werden, allerdings ist hierfür 
eine Tötung des Tieres notwendig. Im Falle von Tierversuchen mit abschließender Euthanasie, 
akuten Krankheitsausbrüchen mit plötzlichen Todesfällen oder bei diagnostischen Tötungen 
in Problembeständen ist dies eine gute Möglichkeit der Erregerdetektion. Bei Einzeltieren oder 
in offenbar gesunden Tierbeständen, welche einem Routinescreening unterzogen werden 
sollen, ist diese Herangehensweise aber weniger geeignet.  
Die Anwendungsmöglichkeiten der etablierten Rodentibacter-Infektionsmodelle und 
Diagnostika werden unter anderem in der vierten Studie dieser Promotionsarbeit deutlich. Da 
die Maus der natürliche Wirt von R. pneumotropicus ist (ADHIKARY et al. 2017b), kann dieses 
Bakterium sehr gut für Proof-of-Concept-Studien zur Pathogenese und Immunprophylaxe der 
bakteriellen Bronchopneumonie und Septikämie genutzt werden. So wurde hier das 
R. pneumotropicus-Infektionsmodell zur Evaluierung einer neuen Inaktivierungstechnik zur 
Impfstoffherstellung, der Bestrahlung mit nieder-energetischen Elektronen, herangezogen. Zur 
Überprüfung der Wirksamkeit wurden die Versuchstiere nach der Immunisierung mit der neuen 
Inaktivatvakzine experimentell über den natürlichen Infektionsweg inokuliert. Es konnte durch 
quantitative bakteriologische Untersuchungen ein signifikanter Schutz gegen die Infektion der 
Lunge demonstriert werden. Für solche Experimente ist es wichtig, dass putative Reisolate 
des Belastungsstammes sicher und in größerer Stückzahl differenziert werden können. 
MALDI-TOF MS ist eine schnelle und materialschonende Technik mit der größere Tierzahlen 
zügig bakteriologisch untersucht und sichere Ergebnisse gewonnen werden können. 
Klassische Differenzierungsmethoden, wie die biochemische Untersuchung, würden auf 
Grund der weiteren Kultivierungs- und Bebrütungsschritte sowohl zeitlich einen erheblichen 
Mehraufwand bedeuten als auch deutlich mehr Material verbrauchen.  
Kotproben, Anogenital- oder Pharynxtupfer sind nach den Ergebnissen dieser Arbeit geeignete 
Proben, um Labormäuse auf Rodentibacter-Infektionen zu untersuchen. Hierbei hat sich im 
Infektionsversuch mit R. heylii eine molekularbiologische Analyse der gesammelten Proben 
bewährt. Der Vorteil liegt darin, dass neben lebenden Infektionserregern auch Genmaterial 
aus toten Bakterien genutzt werden kann. Somit erhöht sich die Sensitivität unter Umständen, 
da murine Pasteurellaceae keine hohe Tenazität haben (BENGA et al. 2017). Die bereits 
etablierte Multiplex-PCR (BENGA et al. 2013a) erbrachte bei einer Großzahl der Tiere ein 




Technik bei ausreichender Probenzahl somit eine gute Möglichkeit für tierschonende 
Screenings darstellen.  
Ein weiterer Vorteil der PCR ist, dass auch virulenzassoziierte Gene nachgewiesen werden 
können. Dies würde bei gut etablierten Protokollen und sicher definierten Virulenzfaktoren eine 
Aussage über die zu erwartende Virulenz, die Beteiligung an einem aktuellen 
Krankheitsgeschehen oder epidemiologische Betrachtungen ermöglichen. 
Molekularbiologische Methoden für den Nachweis der für R. pneumotropicus und R. heylii 
beschriebenen RTX-Toxine sind etabliert (FORNEFETT et al. 2018). Andere potenzielle 
Virulenzfaktoren wurden mittels Genomsequenzierung beschrieben, sodass PCR-Protokolle 
zur weiteren Analyse entwickelt werden können (SASAKI et al. 2016). All diese Proteine sind 
allerdings nicht ausreichend funktionell untersucht. Für die RTX-Toxine liegen lediglich In-vitro-
Analysen von rekombinanten Proteinen vor, welche eine adhäsive, hämolytische oder 
zytotoxische Funktion vermuten lassen (SASAKI et al. 2009, SASAKI et al. 2011). Eine 
funktionelle Untersuchung von Deletions- oder Insertionsmutanten fand bisher nicht statt, 
wodurch eine gesicherte Funktion dieser Proteine in Rodentibacter spp. nicht gezeigt wurde. 
Auch eine Beteiligung an der Virulenz im Tierversuch konnte bisher nicht nachgewiesen 
werden.  
Aus den Erfahrungen dieser Arbeit kann eine Kombination aus MALDI-TOF MS und PCR zur 
Differenzierung der Rodentibacter-Arten empfohlen werden. Eine solche Kombination führt zu 
einer unabhängigen Bestätigung und somit zusätzlicher diagnostischer Sicherheit sowie der 
Möglichkeit, über PCR ggf. auch spezifische Pathotypen erfassen zu können, z. B. durch den 
Nachweis der RTX-Toxine pnxI, pnxII und pnxIII. 
Der im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgeführte Infektionsversuch mit R. heylii zeigte bei 
intranasaler Inokulation mit 108 KBE eine sehr hohe Mortalität von 75 % in C57BL/6 und 100 
% in BALB/c Mäusen. Im Vergleich dazu lag die Mortalität in einem früheren Tierversuch mit 
R. pneumotropicus mit 50 % und 56 % deutlich niedriger (FORNEFETT et al. 2018). Ein 
wesentlicher Unterschied zwischen beiden Versuchen lag  in der unterschiedlichen 
Ausstattung der Belastungsstämme mit bekannten RTX-Genen. Während der weniger 
virulente R. pneumotropicus-Stamm JF4Ni Träger aller drei RTX-Gene ist (FORNEFETT et al. 
2018), exprimiert der verwendete R. heylii-Stamm nicht eines der bekannten Toxine. Auf 
Grund der Vielzahl möglicher völlig unbekannter Virulenzfaktoren lässt sich hieraus nur schwer 
eine sichere Aussage bezüglich der Bedeutung der RTX-Toxine für die Virulenz treffen. Für 
einige andere Pasteurellaceae sind RTX-Toxine auch in vivo funktionell beschrieben worden. 
Im Falle von LktA in Ma. haemolytica (TATUM et al. 1998), ApxI-IVA in A. pleuropneumoniae 
(LIU et al. 2009) und GtxA in Gallibacterium anatis (TANG et al. 2020) konnte eine 
Verringerung oder sogar ein Verlust der Virulenz im Tierversuch mit Deletionsmutanten 
gezeigt werden. Für andere Erreger, beispielsweise A. actinomycetemcomitans 




retrospektiv eine Korrelation zwischen der Expression des entsprechenden RTX-Toxins und 
der Schwere der Erkrankung festgestellt werden. Somit können molekularbiologische 
Analysen bezüglich der RTX-Toxine bei einigen Vertretern der Pasteurellaceae in der 
Diagnostik genutzt werden. Für die drei in Rodentibacter spp. bekannten Toxine gibt es 
allerdings keine vergleichbaren Untersuchungen. Die in dieser Arbeit festgestellten 
Unterschiede in der Morbidität zwischen den beiden beschriebenen Rodentibacter-Stämmen 
(mit und ohne PnxI, PnxII, PnxIII) lassen lediglich eine Einschätzung der Virulenz der Erreger 
zu und zeigen, dass diese RTX Toxine nicht essentiell für die Virulenz von R. heylii sind. Für 
R. heylii sind demnach die RTX Toxine PnxI, PnxII und PnxIII bzw. deren codierende Gene 
vermutlich schlechte Virulenzmarker.  
Neben dem direkten Erregernachweis stehen, vor allem in Versuchstierbeständen, 
hauptsächlich serologische Screenings im Vordergrund. Die Vorteile sind hierbei, dass große 
Tierzahlen gleichzeitig untersucht werden können, die Tiere nicht getötet werden müssen, 
vergangene Erkrankungen oder Infektionen mit geringer Erregerlast detektiert werden können 
und die Probenanalyse auf Grund der wegfallenden Kultivierung sehr zeitsparend erfolgen 
kann. Tiere können so vor Beginn oder während eines Versuches untersucht werden, ohne 
nennenswerten Einfluss auf das Versuchsgeschehen zu nehmen oder die Tierzahl zusätzlich 
erhöhen zu müssen. Grundlage hierfür sind gut etablierte Protokolle mit möglichst hoher 
Spezifität und Sensitivität. Im Rahmen einer früheren (FORNEFETT 2019) und dieser 
Doktorarbeit konnten Rekonvaleszenzseren gewonnen werden, welche für die Evaluierung 
kommerzieller und Etablierung neuer ELISAs verwendet wurden. In einem kommerziellen 
ELISA wurde lediglich das Serum eines einzigen R. heylii-infizierten Tieres und keines der 
R. pneumotropicus-infizierten Tiere erkannt, was die Notwendigkeit der Entwicklung neuer 
Protokolle verdeutlichte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das in der dritten Publikation 
identifizierte Immunogen CARLO-1 rekombinant exprimiert, um darauf aufbauend einen ELISA 
zu etablieren. Dieser erwies sich mit 100 % Spezifität und 93,3 % Sensitivität als sehr gut im 
Vergleich zum getesteten kommerziellen ELISA. Andere für verschiedene Pasteurellaceae 
etablierte ELISAs zeigen ähnliche oder schlechtere Werte (TANKAEW et al. 2018, LIU et al. 
2017, EAMENS et al. 2012, BOOT und VAN DE BERG 2006, LIU et al. 2019). Für 
R. pneumotropicus und R. heylii ist es der erste ELISA, bei dem ein einzelnes rekombinantes 
Protein als Antigen eingesetzt wird. Zwar erlaubt er keine Differenzierung zwischen den beiden 
Rodentibacter spp., allerdings ist er für ein Screening nach FELASA-Richtlinien, welche 
lediglich eine Untersuchung auf P. pneumotropica fordern, ausreichend. Somit konnte diese 
Dissertation im Rahmen des Kooperationsverbundes einen Beitrag zur Verbesserung der 
indirekten Diagnostik für R. pneumotropicus und R. heylii leisten.  
Als weiterer potenzieller Virulenzfaktor wurde in dieser Dissertation ein spezifisches 
Immunogen für einige R. heylii-Stämme (RhiA) beschrieben. Dieses Protein konnte in 
trunkierter Form rekombinant exprimiert und so zur Generation eines spezifischen 




vitro und in vivo exprimiert wird, in hohem Maße auf der bakteriellen Oberfläche zu finden ist 
und in infizierten Lungen mit Bakterienrasen assoziiert vorliegt. Die Bildung von Biofilmen, in 
denen Bakterien in Gemeinschaften organisiert und somit resistenter gegen äußere Einflüsse 
wie Umweltveränderungen und die Wirtsimmunabwehr sind (CLUTTERBUCK et al. 2007), ist 
für R. heylii in vitro gezeigt (SAGER et al. 2015). So kann vermutet werden, dass auch die 
Bakterienrasen in infizierten Lungen in Biofilmen organisiert sind. Die Sequenzierung des 
entsprechenden Gens ergab einige strukturelle Gemeinsamkeiten zum Gen des bekannten 
RTX-Proteins PnxIII. Dieses Protein ist als Adhäsin beschrieben und somit möglicherweise an 
der Biofilmproduktion beteiligt (SASAKI et al. 2011, GUO et al. 2019). Solche RTX-Adhäsine 
beinhalten Signalsequenzen des Typ I-Sekretionssystems, kalziumbindende repetitive 
Nonapeptide und verlängernde Immunglobulin-ähnliche Domänen (GUO et al. 2019). Sie sind 
beispielsweise auch für Pseudomonas fluorescens (LapA, MapA), Marinomonas primoryensis 
(MpIBP) und Aeromonas hydrophila (AhLap) beschrieben (GUO et al. 2018, COLLINS et al. 
2020, VANCE et al. 2020). Da auch das neu identifizierte RhiA Ähnlichkeiten zu diesen 
Strukturen zeigt, ist eine Beteiligung an der Biofilmproduktion naheliegend. 
Molekularbiologische Untersuchungen mehrerer Rodentibacter-Stämme zeigten, dass dieses 
Immunogen nur in wenigen R. heylii-Stämmen zu finden ist. In Verbindung mit der hohen 
Mortalität im Tierversuch mit einem RhiA-positiven R. heylii-Stamm kann dies auf die 
Bedeutung als Virulenzfaktor hinweisen. Biofilmbildung ist neben anderen Pasteurellaceae 
auch für Ma. haemolytica, P. multocida und A. pleuropneumoniae beschrieben (SAGER et al. 
2015, BOUKAHIL und CZUPRYNSKI 2015) und steht beispielsweise bei Pseudomonas 
aeruginosa, ebenfalls ein Pneumonieerreger, mit einer höheren Virulenz in Zusammenhang 
(KUKAVICA-IBRULJ et al. 2008). In A. pleuropneumoniae führte eine Deletion der Adh-
Adhäsionsdomäne sowohl zu einer verringerten Biofilmproduktion in vitro als auch zu einer 
Reduktion der Pathogenität in Ferkeln (WANG et al. 2015). Grund für die Assoziation von 
Biofilmen und Virulenz ist unter anderem der verbesserte Schutz gegen das 
Wirtsimmunsystem und Antibiotika (BOUKAHIL und CZUPRYNSKI 2016, FUX et al. 2005). In 
Biofilmen können Leukozyten die Bakterien nicht phagozytieren und die Aktivierung der 
Komplementkaskade ist vermindert, abgeschwemmte Bakterien können leichter Septikämien 
verursachen und Phagozyten können durch Enzyme das umliegende Gewebe schädigen 
(CLUTTERBUCK et al. 2007). Für eine sichere Aussage bezüglich der Bedeutung von RhiA 
für Biofilmproduktion und die Virulenz sind allerdings weitere Untersuchungen nötig. Hierbei 
sollten beispielsweise Deletionsmutanten des entsprechenden R. heylii-Stammes in vitro und 
in vivo analysiert werden, um einen sicheren Bezug zwischen Phänotypie bzw. Virulenz und 
RhiA herstellen zu können. Im Falle einer Bestätigung der erhöhten Virulenz von RhiA-
positiven Stämmen könnte dieses Gen für die Virulenzprognose mittels molekularbiologischer 
Diagnostik verwendet werden. 
Für die Entwicklung eines indirekten Nachweisverfahrens zur Differenzierung aller 




ausreichend, da RhiA nur in wenigen R. heylii-Stämmen exprimiert wird. Nicht veröffentlichte 
Ergebnisse zeigen, dass definierte Rekonvaleszenzseren aus einem Infektionsversuch mit 
dem R. heylii-Stamm 1527/12 nicht im RhiA-ELISA erkannt werden. R. heylii-Infektionen mit 
RhiA-negativen Stämmen würden in einem solchen ELISA also nicht detektiert werden, 
wodurch falsch negative Ergebnisse resultieren würden. Allerdings ist RhiA nach derzeitigen 
Erkenntnissen ein hochspezifisches Immunogen für R. heylii. Für Tiere, die erhöhte 
Serumspiegel von anti-RhiA-Antikörpern aufweisen, ist somit eine Infektion mit R. heylii sicher. 
Sensitivere Tests, mit denen auch Infektionen mit RhiA-negativen Stämmen detektiert werden 
können, könnten durch die Kombination mehrerer Antigene entstehen. Weitere spezifische 
Proteine für R. heylii können somit den RhiA-ELISA ergänzen und im Idealfall die Identifikation 
aller R. heylii-Infektionen ermöglichen. Aber auch ohne eine solche Erweiterung kann RhiA 
diagnostisch genutzt werden. Beispielsweise sind epidemiologische Untersuchungen auf 
Grundlage eines entsprechenden ELISAs möglich. Außerdem können, im Falle einer 
Bestätigung der Bedeutung von RhiA für die Virulenz von R. heylii, Prognosen zum 
Krankheitsgeschehen ermöglicht werden. 
Laut Informationen des Bundesministeriums für Ernährung und Landwirtschaft wurden im Jahr 
2018 über 1,5 Mio Mäuse alleine in Deutschland für Versuchszwecke verwendet (ANON. 
13.07.2020). Trotz der großen Bedeutung der Maus als Versuchstier sind die Diagnostika zur 
Überwachung des Gesundheitsstatus der Versuchstierbestände nicht zufriedenstellend. Im 
Rahmen dieser Dissertation wurden direkte und indirekte Diagnostikverfahren für 
R. pneumotropicus und R. heylii verbessert. Es ist zu erwarten, dass diese neuen Methoden 
einen wichtigen Beitrag zur Überwachung von Labormausbeständen leisten werden. Da 
Vertreter aus der Familie der Pasteurellaceae aber sehr erfolgreiche Kommensalen der 
Schleimhäute sind, bleibt die Sanierung von infizierten Beständen und die Aufrechterhaltung 
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Einleitung 
Rodentibacter (R.) pneumotropicus und R. heylii sind wichtige Pneumonie-, Otitis- und 
Mastitiserreger in Labormäusen. Auf Grund der hohen Prävalenz und Relevanz für 
tierexperimentelle Studien sind gut etablierte diagnostische Methoden entscheidend. Die 
bisherigen Möglichkeiten der Diagnostik sind jedoch nicht zufriedenstellend. Auch die 
Differenzierung zu Muribacter (M.) muris, einer apathogenen Pasteurellaceae, ist nicht mit 
allen Methoden möglich. Die Pathogenese von Infektionen mit Rodentibacter spp. ist bis heute 
nicht endgültig beschrieben und auch Virulenzfaktoren sind nur in Form rekombinanter 
Proteine in vitro untersucht. 
Ziele der Untersuchung 
Diese Doktorarbeit verfolgte die Ziele, den direkten Erregernachweis wichtiger muriner 
Pasteurellaceae über MALDI-TOF MS zu etablieren und zu evaluieren und indirekte 
spezifische und sensitive Nachweisverfahren (ELISA) von Labormausinfektionen mit 
R. pneumotropicus und R. heylii im Rahmen eines Verbundprojektes zu entwickeln. Des 
Weiteren sollte ein neu identifiziertes Immunogen eines hochvirulenten R.-heylii-Stammes 
geno- und phänotypisch analysiert und charakterisiert werden. 
Material und Methoden 
In der ersten Publikation wurden Feldisolate und Referenzstämme der Spezies 
R. pneumotropicus, R. heylii, R. ratti und M. muris mittels 16S rRNA identifiziert und daraus 
Referenzspektren zur Erweiterung der MALDI-TOF MS-Datenbank erstellt. Die Evaluierung 
fand mittels Abgleiches mit einer etablierten Multiplex-PCR und bereits publizierter Stämme 
statt. In der zweiten Studie wurden BALB/c- und C57BL/6-Mäuse mit R. heylii SF27GVG oder 
M. muris inokuliert. Als Readout Parameter wurde ein klinischer und pathologischer Score 
eingesetzt. Weiterhin erfolgte eine quantitative oder semiquantitative bakteriologische 




Untersuchung auf Serokonversion mit unterschiedlichen ELISAs. Das durch 
Immunoproteomics identifizierte R. heylii Immunogen A (RhiA) wurde nach In-silico-Analysen 
in trunkierter Form rekombinant exprimiert und zur Etablierung eines ELISA genutzt. Die 
phänotypische Charakterisierung fand mittels Western Blot, Durchflusszytometrie und 
Immunhistochemie statt. Hierfür wurde ein RhiA-spezifischer IgY-Antikörper eingesetzt. In der 
dritten Studie wurde das Protein CARLO-1 kloniert und rekombinant exprimiert. Der neu 
etablierte ELISA wurde mit Hilfe von Rekonvaleszenzseren verschiedener Tierversuche 
evaluiert und außerdem die Konservierung des entsprechenden Gens in R. heylii und 
R. pneumotropicus-Stämmen analysiert. In der vierten Studie wurde das für BALB/c-Mäuse 
bereits etablierte R. pneumotropicus Infektionsmodell eingesetzt, um die Schutzwirkung einer  
Inaktivatvakzine vor einer Infektion der Lunge mit diesem Pathogen zu ermitteln. 
Ergebnisse 
Die erweiterte MALDI-TOF MS-Datenbank ermöglichte eine sichere Differenzierung zwischen 
R. heylii, R. pneumotropicus, R. ratti und M. muris, wie die Übereinstimmungen zu 
Ergebnissen der Multiplex-PCR zeigen. Im Tierversuch zeigte sich, dass R. heylii SF27GVG 
hoch virulent ist, obwohl dieser Stamm keines der bekannten RTX-Proteine trägt. Das 
identifizierte Immunogen RhiA dieses Stammes liegt oberflächenassoziiert vor, wird in vitro 
und in vivo exprimiert und hat strukturelle Ähnlichkeiten zu PnxIII. Es kann in infizierten Lungen 
assoziiert mit Bakterienrasen nachgewiesen werden und ist als RTX-Adhäsin möglicher Weise 
an der Biofilmproduktion beteiligt. RhiA ist hoch spezifisch für R. heylii (ELISA-Spezifität 
100 %). Es wird aber nur von wenigen der untersuchten Stämme gebildet. Der CARLO-1-
ELISA zeigte eine Sensitivität von 93,3 % und eine Spezifität von 100 %. Das kodierende Gen 
ist in allen untersuchten R. heylii und R. pneumotropicus-Stämmen konserviert. Mit dem in 
einer vorausgegangenen Dissertation etablierten R. pneumotropicus-Infektionsmodell konnte 
die protektive Wirkung einer neuen Inaktivatvakzine erfolgreich bestätigt werden.  
Schlussfolgerungen 
Nach Erweiterung der Datenbank können R. heylii, R. pneumotropicus und M. muris mittels 
MALDI-TOF MS differenziert werden. RhiA ist ein hochspezifisches, repetitives, Oberflächen-
assoziiertes und in Lungenläsionen exprimiertes RTX-Immunogen, das von einem 
hochvirulenten R.-heylii-Pathotyp gebildet wird. Durch die Unterstützung von 
Kooperationspartnern konnte der CARLO-1-ELISA als spezifisches und sensitives indirektes 
Nachweisverfahren für Infektionen mit R. pneumotropicus oder R. heylii etabliert und evaluiert 
werden. Weiterhin wurde erstmalig gezeigt, dass sich mit dem R. pneumotropicus 
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Introduction 
Rodentibacter (R.) pneumotropicus and R. heylii are important pathogens causing pneumonia, 
otitis, and mastitis in laboratory mice. Due to the high prevalence and relevance, well 
established diagnostic methods are crucial for studies including animal experiments. Current 
diagnostic tools are, however, not sufficient. In addition, important methods do not allow to 
differentiate Muribacter (M.) muris, a non-pathogen Pasteurellaceae, from R. pneumotropicus 
and R. heylii. Pathogenesis of Rodentibacter spp. is only poorly understood and virulence 
factors have been investigated only as recombinant proteins. 
Aims  
The aims of this doctoral thesis were to establish and to evaluate the direct detection of 
important murine Pasteurellaceae by MALDI-TOF MS and to develop indirect specific and 
sensitive methods (ELISA) detecting infections of laboratory mice with R. pneumotropicus and 
R. heylii. A further objective was to characterize a newly identified immunogen of a highly 
virulent R. heylii. 
Material and Methods 
In the first published study, field and reference strains of R. pneumotropicus, R. heylii, R. ratti 
and M. muris were identified by 16S rRNA and reference spectra were created for extension 
of the MALDI-TOF MS-database. Evaluation was performed through comparative analysis 
using a described multiplex-PCR and including previously published strains. In the second 
study, BALB/c- and C57BL/6-mice were inoculated with R. heylii SF27GVG or M. muris. 
Clinical and pathological scores were used as readout parameters. Additionally, several 
tissues and body fluids were bacteriologically quantitatively and semiquantitatively analysed 
and seroconversion was examined by different ELISAs. The R. heylii immunogen A (RhiA) 
was identified by immunoproteomics and analysed in silico. A truncated protein was expressed 




strains was done by Western blot, flow cytometry and immunohistochemistry. For this a RhiA-
specific IgY-antibody was generated. As described in the third published study, the protein 
CARLO-1 was cloned and expressed recombinantly. The newly established ELISA was 
evaluated with convalescent sera from different animal experiments. Furthermore, 
conservation of the encoding gene was investigated in R. heylii and R. pneumotropicus strains. 
The fourth study used the previously established infection model for R. pneumotropicus to 
determine the protective efficacy of a bacterin against experimental lung infections caused by 
this pathogen. The bacterin was generated by the cooperation partners through the use of a 
new inactivation technique. 
Results 
As the results are in accordance with the multiplex-PCR, the extended MALDI-TOF MS-
database enables the reliable differentiation between R. heylii, R. pneumotropicus, R. ratti and 
M. muris. Although R. heylii SF27GVG does not harbour any known RTX toxin, it is highly 
virulent. The identified immunogen RhiA is surface-associated, expressed in vitro and in vivo 
and its structure is similar to PnxIII. It is associated with lawns of bacteria in infected lung 
tissue. As putative RTX adhesin, it might be involved in biofilm formation. RhiA is highly specific 
for R. heylii (ELISA specificity 100 %) but produced only by few investigated strains. CARLO-
1-ELISA showed a sensitivity and specificity of 93.3 % and 100 %, respectively. The encoding 
gene is conserved in all investigated R. heylii and R. pneumotropicus strains. Protection 
against lung infection was confirmed with the previously established R. pneumotropicus 
infection model. 
Conclusion 
Due to the extension of the database, R. heylii, R. pneumotropicus and M. muris might now be 
differentiated by MALDI-TOF MS using the respective database. RhiA is a highly specific, 
repetitive, surface-associated and in lung lesions expressed RTX-immunogen, produced by a 
highly virulent R. heylii pathotype. Through the support of cooperation partners, the CARLO-
1-ELISA was established and evaluated as a specific and sensitive indirect method to detect 
infections with R. pneumotropicus and R. heylii. For the first time, it was shown that the 








Adhikary S, Bisgaard M, Dagnæs-Hansen F, Christensen H. Clonal outbreaks of Pasteurella 
pneumotropica biovar Heyl in two mouse colonies. Lab Anim 2017a; 51(6):613–21.  
Adhikary S, Bisgaard M, Nicklas W, Christensen H. Reclassification of Bisgaard taxon 5 as 
Caviibacterium pharyngocola gen. nov., sp. nov. and Bisgaard taxon 7 as Conservatibacter 
flavescens gen. nov., sp. nov. Int J Syst Evol Microbiol 2018; 68(2):643–50.  
Adhikary S, Nicklas W, Bisgaard M, Boot R, Kuhnert P, Waberschek T et al. Rodentibacter 
gen. nov. including Rodentibacter pneumotropicus comb. nov., Rodentibacter heylii sp. nov., 
Rodentibacter myodis sp. nov., Rodentibacter ratti sp. nov., Rodentibacter heidelbergensis 
sp. nov., Rodentibacter trehalosifermentans sp. nov., Rodentibacter rarus sp. nov., 
Rodentibacter mrazii and two genomospecies. Int J Syst Evol Microbiol 2017b; 67(6):1793–
806.  
Adusu TE, Conlon PD, Shewen PE, Black WD. Pasteurella haemolytica leukotoxin induces 
histamine release from bovine pulmonary mast cells. Can J Vet Res 1994; 58(1):1–5. 
Alispahic M, Christensen H, Bisgaard M, Hess M, Hess C. MALDI-TOF mass spectrometry 
confirms difficulties in separating species of the Avibacterium genus. Avian Pathol 2014; 
43(3):258–63.  
Almuzara M, V. Cárdenas KC, Barberis C, Ramirez MS, Famiglietti A, Vay C. Performance of 
MALDI-TOF Mass Spectrometry for the Identification of the HACEK Group and Other 
Fastidious Gram-Negative Rods. TOMICROJ 2019; 13(1):216–21.  
Angen O, Mutters R, Caugant DA, Olsen JE, Bisgaard M. Taxonomic relationships of the 
Pasteurella haemolytica complex as evaluated by DNA-DNA hybridizations and 16S rRNA 
sequencing with proposal of Mannheimia haemolytica gen. nov., comb. nov., Mannheimia 
granulomatis comb. nov., Mannheimia glucosida sp. nov., Mannheimia ruminalis sp. nov. and 
Mannheimia varigena sp. nov. Int J Syst Bacteriol 1999; 49(1):67–86.  
Angen Ø, Ahrens P, Kuhnert P, Christensen H, Mutters R. Proposal of Histophilus somni 
gen. nov., sp. nov. for the three species incertae sedis ‘Haemophilus somnus’, ‘Haemophilus 
agni’ and ‘Histophilus ovis’. Int J Syst Evol Microbiol 2003; 53(5):1449–56.  
Anon. Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA) - BfR; 
2020 [Zitiert vom: 19.5.2020]. 
<https://www.bfr.bund.de/de/federation_of_european_laboratory_animal_science_associatio
ns__felasa_-4342.html> 





Baker DG. Natural pathogens of laboratory mice, rats, and rabbits and their effects on 
research. Clin Microbiol Rev 1998; 11(2):231–66. 
Balansard I, Cleverley L, Cutler KL, Spångberg MG, Thibault-Duprey K, Langermans J am. 
Revised recommendations for health monitoring of non-human primate colonies (2018): 
FELASA Working Group Report. Lab Anim 2019; 53(5):429–46.  
Benga L, Benten WPM, Engelhardt E, Bleich A, Gougoula C, Sager M. Development of a 
multiplex PCR assay based on the 16S-23S rRNA internal transcribed spacer for the 
detection and identification of rodent Pasteurellaceae. J Microbiol Methods 2013a; 
95(2):256–61.  
Benga L, Benten WPM, Engelhardt E, Christensen H, Sager M. Analysis of 16S-23S rRNA 
internal transcribed spacer regions in Pasteurellaceae isolated from laboratory rodents. J 
Microbiol Methods 2012; 90(3):342–9. 
Benga L, Benten WPM, Engelhardt E, Gougoula C, Sager M. Specific detection and 
identification of Actinobacillus muris by PCR using primers targeting the 16S-23S rRNA 
internal transcribed spacer regions. J Microbiol Methods 2013b; 94(2):88–93.  
Benga L, Benten WPM, Engelhardt E, Gougoula C, Schulze-Röbbecke R, Sager M. Survival 
of bacteria of laboratory animal origin on cage bedding and inactivation by hydrogen 
peroxide vapour. Lab Anim 2017; 51(4):412–21.  
Berthoud H, Frey J, Kuhnert P. Characterization of Aqx and its operon: the hemolytic RTX 
determinant of Actinobacillus equuli. Vet Microbiol 2002; 87(2):159–74.  
Bisgaard M, Korczak BM, Busse H-J, Kuhnert P, Bojesen AM, Christensen H. Classification 
of the taxon 2 and taxon 3 complex of Bisgaard within Gallibacterium and description of 
Gallibacterium melopsittaci sp. nov., Gallibacterium trehalosifermentans sp. nov. and 
Gallibacterium salpingitidis sp. nov. Int J Syst Evol Microbiol 2009; 59(4):735–44.  
Blackall PJ, Bojesen AM, Christensen H, Bisgaard M. Reclassification of Pasteurella 
trehalosi as Bibersteinia trehalosi gen. nov., comb. nov. Int J Syst Evol Microbiol 2007; 
57(4):666–74.  
Blackall PJ, Christensen H, Beckenham T, Blackall LL, Bisgaard M. Reclassification of 
Pasteurella gallinarum, Haemophilus paragallinarum, Pasteurella avium and Pasteurella 
volantium as Avibacterium gallinarum gen. nov., comb. nov., Avibacterium paragallinarum 
comb. nov., Avibacterium avium comb. nov. and Avibacterium volantium comb. nov. Int J 
Syst Evol Microbiol 2005; 55(Pt 1):353–62.  
Boot R, Thuis HC, Veenema JL, Bakker RG. An enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) for monitoring rodent colonies for Pasteurella pneumotropica antibodies. Lab Anim 





Boot R, van de Berg L. Evaluation of antigen panels for ELISA monitoring of mouse colonies 
for antibodies to Pasteurellaceae. Lab Anim 2006; 40(2):194–9.  
Bossé JT, Li Y, Angen Ø, Weinert LA, Chaudhuri RR, Holden MT et al. Multiplex PCR assay 
for unequivocal differentiation of Actinobacillus pleuropneumoniae serovars 1 to 3, 5 to 8, 10, 
and 12. J Clin Microbiol 2014; 52(7):2380–5.  
Boukahil I, Czuprynski CJ. Characterization of Mannheimia haemolytica biofilm formation in 
vitro. Vet Microbiol 2015; 175(1):114–22.  
Boukahil I, Czuprynski CJ. Mannheimia haemolytica biofilm formation on bovine respiratory 
epithelial cells. Vet Microbiol 2016; 197:129–36.  
Brennan PC, Fritz TE, Flynn RJ. Role of Pasteurella pneumotropica and Mycoplasma 
pulmonis in Murine Pneumonia1. J Bacteriol 1969; 97(1):337–49. 
Brockmeier SL, Halbur PG, Thacker EL. Porcine Respiratory Disease Complex; 2020 [Zitiert 
vom: 16.4.2020]. <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2481/> 
Buchheister S, Roegener F, Zschemisch N-H, Talbot SR, Christensen H, Bleich A. One for 
two: A novel and highly sensitive virulence factor-based quantitative polymerase chain 
reaction assay for the simultaneous detection of Rodentibacter pneumotropicus and 
Rodentibacter heylii in environmental sample material. Lab Anim 2019; 54(3):239–50. 
Catry B, Chiers K, Schwarz S, Kehrenberg C, Decostere A, Kruif A de. Fatal peritonitis 
caused by Pasteurella multocida capsular type F in calves. J Clin Microbiol 2005; 
43(3):1480–3.  
Chapes SK, Mosier DA, Wright AD, Hart ML. MHCII, Tlr4 and Nramp1 genes control host 
pulmonary resistance against the opportunistic bacterium Pasteurella pneumotropica. J 
Leukoc Biol 2001; 69(3):381–6. 
Christensen H, Bisgaard M. Revised definition of Actinobacillus sensu stricto isolated from 
animals. A review with special emphasis on diagnosis. Vet Microbiol 2004; 99(1):13–30.  
Christensen H, Bisgaard M, Aalbaek B, Olsen JE. Reclassification of Bisgaard taxon 33, with 
proposal of Volucribacter psittacicida gen. nov., sp. nov. and Volucribacter amazonae sp. 
nov. as new members of the Pasteurellaceae. Int J Syst Evol Microbiol 2004; 54(Pt 3):813–8.  
Christensen H, Bisgaard M, Bojesen AM, Mutters R, Olsen JE. Genetic relationships among 
avian isolates classified as Pasteurella haemolytica, ‘Actinobacillus salpingitidis’ or 
Pasteurella anatis with proposal of Gallibacterium anatis gen. nov., comb. nov. and 
description of additional genomospecies within Gallibacterium gen. nov. Int J Syst Evol 
Microbiol 2003; 53(1):275–87.  
Christensen H, Bisgaard M, Olsen JE. Reclassification of equine isolates previously reported 




proposal of A. equuli subsp. equuli subsp. nov. and A. equuli subsp. haemolyticus subsp. 
nov. Int J Syst Evol Microbiol 2002; 52(5):1569–76.  
Christensen H, Nicklas W, Bisgaard M. Investigation of taxa of the family Pasteurellaceae 
isolated from Syrian and European hamsters and proposal of Mesocricetibacter intestinalis 
gen. nov., sp. nov. and Cricetibacter osteomyelitidis gen. nov., sp. nov. Int J Syst Evol 
Microbiol 2014; 64(11):3636–43.  
Clinkenbeard KD, Clarke CR, Hague CM, Clinkenbeard P, Srikumaran S, Morton RJ. 
Pasteurella haemolytica leukotoxin-induced synthesis of eicosanoids by bovine neutrophils in 
vitro. J Leukoc Biol 1994; 56(5):644–9.  
Clinkenbeard KD, Mosier DA, Confer AW. Transmembrane pore size and role of cell swelling 
in cytotoxicity caused by Pasteurella haemolytica leukotoxin. Infect Immun 1989; 57(2):420–
5. 
Clothier KA, Stoute S, Torain A, Crossley B. Validation of a real-time PCR assay for high-
throughput detection of Avibacterium paragallinarum in chicken respiratory sites. J Vet Diagn 
Invest 2019; 31(5):714–8.  
Clutterbuck AL, Woods EJ, Knottenbelt DC, Clegg PD, Cochrane CA, Percival SL. Biofilms 
and their relevance to veterinary medicine. Vet Microbiol 2007; 121(1-2):1–17.  
Collins AJ, Pastora AB, Smith TJ, O’Toole GA. MapA, a Second Large RTX Adhesin 
Conserved across the Pseudomonads, Contributes to Biofilm Formation by Pseudomonas 
fluorescens. J Bacteriol 2020; 202(18):e00277-20.  
Collins MT, Weaver N, Ellis RP. Identification of Pasteurella multocida and Pasteurella 
haemolytica by API 20E, Minitek, and Oxi/Ferm systems. J Clin Microbiol 1981; 13(3):433–7. 
Contreras A, Rusitanonta T, Chen C, Wagner WG, Michalowicz BS, Slots J. Frequency of 
530-bp deletion in Actinobacillus actinomycetemcomitans leukotoxin promoter region. Oral 
Microbiol Immunol 2000; 15(5):338–40.  
Cousins DV, Lloyd JM. Rapid identification of Haemophilus somnus, Histophilus ovis and 
Actinobacillus seminis using the API ZYM system. Vet Microbiol 1988; 17(1):75–81.  
Crispo M, Sentíes-Cué CG, Cooper GL, Mountainspring G, Corsiglia C, Bickford AA et al. 
Otitis and meningoencephalitis associated with infectious coryza (Avibacterium 
paragallinarum) in commercial broiler chickens. J Vet Diagn Invest 2018; 30(5):784–8.  
Dewhirst FE, Paster BJ, Olsen I, Fraser GJ. Phylogeny of the pasteurellaceae as determined 
by comparison of 16S ribosomal ribonucleic acid sequences. Zentralblatt für Bakteriologie 





Dickerman A, Bandara AB, Inzana TJ. Phylogenomic analysis of Haemophilus parasuis and 
proposed reclassification to Glaesserella parasuis, gen. nov., comb. nov. Int J Syst Evol 
Microbiol 2020; 70(1):180–6.  
Dogra V, Verma S, Singh G, Wani AH, Chahota R, Dhar P et al. Development of OMP based 
indirect ELISA to gauge the antibody titers in bovines against Pasteurella multocida. Iran J 
Vet Res 2015; 16(4):350–6. 
Dousse F, Thomann A, Brodard I, Korczak BM, Schlatter Y, Kuhnert P et al. Routine 
phenotypic identification of bacterial species of the family Pasteurellaceae isolated from 
animals. J Vet Diagn Invest 2008; 20(6):716–24.  
Eamens GJ, Gonsalves JR, Whittington A-M, Turner B. Evaluation of serovar-independent 
ELISA antigens of Actinobacillus pleuropneumoniae in pigs following vaccination or 
experimental challenge with respiratory pathogens and natural A. pleuropneumoniae serovar 
1 challenge. Aust Vet J 2012; 90(12):490–8.  
Fornefett J. Vergleichende Untersuchungen von BALB/c- und C57BL/6-Mäusen nach 
experimenteller Infektion mit Streptobacillus moniliformis oder Rodentibacter pneumotropicus 
[Dissertation med. vet.]. Leipzig: Universität Leipzig; 2019. 
Fornefett J, Krause J, Klose K, Fingas F, Hassert R, Benga L et al. Comparative analysis of 
humoral immune responses and pathologies of BALB/c and C57BL/6 wildtype mice 
experimentally infected with a highly virulent Rodentibacter pneumotropicus (Pasteurella 
pneumotropica) strain. BMC Microbiol 2018; 18(1):45.  
Foster G, Higgins R, Leclair D, Korczak BM, Mikaelian I, Patterson IAP et al. Proposal of 
Bisgaardia hudsonensis gen. nov., sp. nov. and an additional genomospecies, isolated from 
seals, as new members of the family Pasteurellaceae. Int J Syst Evol Microbiol 2011; 
61(12):3016–22.  
Foster G, Ross HM, Malnick H, Willems A, Hutson RA, Reid RJ et al. Phocoenobacter uteri 
gen. nov., sp. nov., a new member of the family Pasteurellaceae Pohl (1979) 1981 isolated 
from a harbour porpoise (Phocoena phocoena). Int J Syst Evol Microbiol 2000; 50(1):135–9.  
Fox JG, Barthold SW, Davisson MT, Newcomer CE, Quimby FW, Smith AL, Hrsg. The 
mouse in biomedical research: Volume 2: diseases. 2nd ed. Amsterdam, Boston, Heidelberg, 
London, New York, Oxford, Paris, San Diego, San Francisco, Singapore, Sydney, Tokyo: 
Elsevier Academic Press; 2007. (American college of laboratory animal medicine series). 
<http://gbv.eblib.com/patron/FullRecord.aspx?p=283969> 
Frey J, Kuhnert P. Identification of animal Pasteurellaceae by MALDI-TOF mass 
spectrometry. Methods Mol Biol 2015; 1247:235–43.  
Fux CA, Costerton JW, Stewart PS, Stoodley P. Survival strategies of infectious biofilms. 




Gaillot O, Lemenand O, Marceau M, Simonet M. Proposed reclassification of Pasteurella 
lymphangitidis Sneath & Stevens 1990 as Yersinia pseudotuberculosis. Int J Syst Evol 
Microbiol 2013; 63(10):3927–9.  
Galofré-Milà N, Correa-Fiz F, Lacouture S, Gottschalk M, Strutzberg-Minder K, Bensaid A et 
al. A robust PCR for the differentiation of potential virulent strains of Haemophilus parasuis. 
BMC Vet Res 2017; 13(1):124.  
Guo S, Langelaan DN, Phippen SW, Smith SP, Voets IK, Davies PL. Conserved structural 
features anchor biofilm-associated RTX-adhesins to the outer membrane of bacteria. FEBS J 
2018; 285(10):1812–26.  
Guo S, Vance TDR, Stevens CA, Voets I, Davies PL. RTX Adhesins are Key Bacterial 
Surface Megaproteins in the Formation of Biofilms. Trends Microbiol 2019; 27(5):453–67.  
Hansen MJ, Bertelsen MF, Christensen H, Bojesen AM, Bisgaard M. Otariodibacter oris gen. 
nov., sp. nov., a member of the family Pasteurellaceae isolated from the oral cavity of 
pinnipeds. Int J Syst Evol Microbiol 2012; 62(11):2572–8.  
Hansen MJ, Pennanen EAE, Bojesen AM, Christensen H, Bertelsen MF. Testudinibacter 
aquarius gen. nov., sp. nov., a member of the family Pasteurellaceae isolated from the oral 
cavity of freshwater turtles. Int J Syst Evol Microbiol 2016; 66(2):567–73.  
Harper M, John M, Turni C, Edmunds M, St Michael F, Adler B et al. Development of a rapid 
multiplex PCR assay to genotype Pasteurella multocida strains by use of the 
lipopolysaccharide outer core biosynthesis locus. J Clin Microbiol 2015; 53(2):477–85.  
Hayashimoto, Nobuhito, Aiba T, Itoh K, Kato M, Kawamoto, Eiichi, Kiyokawa S et al. 
Identification procedure for Pasteurella pneumotropica in microbiologic monitoring of 
laboratory animals. Exp Anim 2005; 54(2):123–9.  
Hayashimoto, Nobuhito, Yasuda M, Ueno M, Goto K, Takakura, Akira. Experimental infection 
studies of Pasteurella pneumotropica and V-factor dependent Pasteurellaceae for F344-rnu 
rats. Exp Anim 2008; 57(1):57–63.  
Hedrich HJ, Hrsg. The laboratory mouse. Second edition. Amsterdam, Boston, Heidelberg, 
London, New York, Oxford, Paris, San Diego, San Francisco, Singapore, Sydney, Tokyo: 
Elsevier Academic Press; 2012. 
<http://site.ebrary.com/lib/alltitles/docDetail.action?docID=10560715> 
Hodgins DC, Conlon JA, Shewen PE. Respiratory Viruses and Bacteria in Cattle; 2020 
[Zitiert vom: 16.4.2020]. <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2480/> 
Howell KJ, Peters SE, Wang J, Hernandez-Garcia J, Weinert LA, Luan S-L et al. 
Development of a Multiplex PCR Assay for Rapid Molecular Serotyping of Haemophilus 





Hričínová M, Holoda E, Mudroňová D, Ondrašovičová S. Multiplex PCR assay for detection 
of Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida and Haemophilus parasuis in 
lungs of pigs from a slaughterhouse. Folia Microbiol (Praha) 2010; 55(6):635–40.  
Huangfu H, Xu W, Wang H, Dong Q, Guo H, Sun Y et al. Detection of Gallibacterium anatis 
by TaqMan fluorescent quantitative PCR. Avian Pathol 2018; 47(3):245–52.  
Huangfu H, Zhao J, Yang X, Chen L, Chang H, Wang X et al. Development and preliminary 
application of a quantitative PCR assay for detecting gtxA-containing Gallibacterium species 
in chickens. Avian Dis 2012; 56(2):315–20.  
Ito H. Development of a cps-based multiplex PCR for typing of Actinobacillus 
pleuropneumoniae serotypes 1, 2 and 5. J Vet Med Sci 2010; 72(5):653–5.  
Jansen R, Briaire J, Smith HE, Dom P, Haesebrouck F, Kamp EM et al. Knockout mutants of 
Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 1 that are devoid of RTX toxins do not activate or 
kill porcine neutrophils. Infect Immun 1995; 63(1):27–37. 
Jia A, Zhou R, Fan H, Yang K, Zhang J, Xu Y et al. Development of Serotype-Specific PCR 
Assays for Typing of Haemophilus parasuis Isolates Circulating in Southern China. J Clin 
Microbiol 2017; 55(11):3249–57.  
Johanne Hansen M, Strøm Braaten M, Miki Bojesen A, Christensen H, Sonne C, Dietz R et 
al. Ursidibacter maritimus gen. nov., sp. nov. and Ursidibacter arcticus sp. nov., two new 
members of the family Pasteurellaceae isolated from the oral cavity of bears. Int J Syst Evol 
Microbiol 2015; 65(10):3683–9.  
Kawamoto, Eiichi, Sasaki H, Okiyama, Emi, Kanai, Takao, Ueshiba, Hidehiro, Ohnishi, 
Naoko et al. Pathogenicity of Pasteurella pneumotropica in Immunodeficient NOD/ShiJic-
scid/Jcl and Immunocompetent Crlj:CD1 (ICR) Mice. Exp Anim 2011; 60(5):463–70. 
Kehrenberg C, Schwarz S, Walker RD, Wu CC. Antimicrobial Resistance in Members of the 
Family Pasteurellaceae. In: Aarestrup FM, Hrsg. Antimicrobial resistance in bacteria of 
animal origin: Chapter 1 : Modes of antimicrobial action and mechanisms of bacterial 
resistance. Washington, D.C: ASM Press; 2006. p. 167–86. 
Klima CL, Zaheer R, Briggs RE, McAllister TA. A multiplex PCR assay for molecular capsular 
serotyping of Mannheimia haemolytica serotypes 1, 2, and 6. J Microbiol Methods 2017; 
139:155–60.  
Korostoff J, Wang JF, Kieba I, Miller M, Shenker BJ, Lally ET. Actinobacillus 
actinomycetemcomitans leukotoxin induces apoptosis in HL-60 cells. Infect Immun 1998; 
66(9):4474–83. 
Kristensen BM, Frees D, Bojesen AM. GtxA from Gallibacterium anatis, a cytolytic RTX-toxin 




Kuhnert P, Bisgaard M, Korczak BM, Schwendener S, Christensen H, Frey J. Identification of 
animal Pasteurellaceae by MALDI-TOF mass spectrometry. J Microbiol Methods 2012; 
89(1):1–7.  
Kuhnert P, Heyberger-Meyer B, Nicolet J, Frey J. Characterization of PaxA and its operon: a 
cohemolytic RTX toxin determinant from pathogenic Pasteurella aerogenes. Infect Immun 
2000; 68(1):6–12. 
Kuhnert P, Korczak B, Falsen E, Straub R, Hoops A, Boerlin P et al. Nicoletella semolina 
gen. nov., sp. nov., a new member of Pasteurellaceae isolated from horses with airway 
disease. J Clin Microbiol 2004; 42(12):5542–8.  
Kuhnert P, Scholten E, Haefner S, Mayor D, Frey J. Basfia succiniciproducens gen. nov., sp. 
nov., a new member of the family Pasteurellaceae isolated from bovine rumen. Int J Syst 
Evol Microbiol 2010; 60(1):44–50.  
Kukavica-Ibrulj I, Bragonzi A, Paroni M, Winstanley C, Sanschagrin F, O’Toole GA et al. In 
vivo growth of Pseudomonas aeruginosa strains PAO1 and PA14 and the hypervirulent 
strain LESB58 in a rat model of chronic lung infection. J Bacteriol 2008; 190(8):2804–13.  
Küng E, Frey J. AvxA, a composite serine-protease-RTX toxin of Avibacterium 
paragallinarum. Vet Microbiol 2013; 163(3-4):290–8. doi: 10.1016/j.vetmic.2012.12.029. 
Lally ET, Kieba IR, Sato A, Green CL, Rosenbloom J, Korostoff J et al. RTX toxins recognize 
a beta2 integrin on the surface of human target cells. J Biol Chem 1997; 272(48):30463–9.  
Liu J, Chen X, Tan C, Guo Y, Chen Y, Fu S et al. In vivo induced RTX toxin ApxIVA is 
essential for the full virulence of Actinobacillus pleuropneumoniae. Vet Microbiol 2009; 
137(3-4):282–9. 
Liu R, Chen C, Cheng L, Lu R, Fu G, Shi S et al. Ducks as a potential reservoir for 
Pasteurella multocida infection detected using a new rOmpH-based ELISA. J Vet Med Sci 
2017; 79(7):1264–71.  
Liu Y, Du Y, Song Y, Tian Y, Qi Y, Zhang Q et al. Development and application of an 
antibody detection ELISA for Haemophilus parasuis based on a monomeric autotransporter 
passenger domain. BMC Vet Res 2019; 15(1):436.  
Loy JD, Clawson ML. Rapid typing of Mannheimia haemolytica major genotypes 1 and 2 
using MALDI-TOF mass spectrometry. J Microbiol Methods 2017; 136:30–3.  
Loy JD, Leger L, Workman AM, Clawson ML, Bulut E, Wang B. Development of a multiplex 
real-time PCR assay using two thermocycling platforms for detection of major bacterial 
pathogens associated with bovine respiratory disease complex from clinical samples. J Vet 





Macedo N, Oliveira S, Torremorell M, Rovira A. Immune response to oligopeptide permease 
A (OppA) protein in pigs naturally and experimentally infected with Haemophilus parasuis. 
Res Vet Sci 2016; 107:62–7.  
Magyar T, Lax AJ. Atrophic Rhinitis; 2020 [Zitiert vom: 16.4.2020]. 
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2478/> 
Mähler M, Berard M, Feinstein R, Gallagher A, Illgen-Wilcke B, Pritchett-Corning K et al. 
FELASA recommendations for the health monitoring of mouse, rat, hamster, guinea pig and 
rabbit colonies in breeding and experimental units. Lab Anim 2014; 48(3):178–92.  
Manning PJ, Delong D, Gunther R, Swanson D. An enzyme-linked immunosorbent assay for 
detection of chronic subclinical Pasteurella pneumotropica infection in mice. Lab Anim Sci 
1991; 41(2):162–5. 
Manning PJ, Gaibor J, Delong D, Gunther R. Enzyme-linked immunosorbent assay and 
immunoblot analysis of the immunoglobulin G response to whole-cell and lipooligosaccharide 
antigens of Pasteurella pneumotropica in laboratory mice with latent pasteurellosis. J Clin 
Microbiol 1989; 27(10):2190–4. 
Moore GJ, Aldred P. Treatment of Pasteurella pneumotropica abscesses in nude mice 
(nu/nu) 1978; 12(4):227–8. 
Moustacas VS, Silva TMA, Costa LF, Xavier MN, Carvalho CA, Costa ÉA et al. Species-
specific multiplex PCR for the diagnosis of Brucella ovis, Actinobacillus seminis, and 
Histophilus somni infection in rams. BMC Vet Res 2013; 9:51.  
Mühldorfer K, Speck S, Wibbelt G. Proposal of Vespertiliibacter pulmonis gen. nov., sp. nov. 
and two genomospecies as new members of the family Pasteurellaceae isolated from 
European bats. Int J Syst Evol Microbiol 2014; 64(7):2424–30.  
Mullis K, Faloona F, Scharf S, Saiki R, Horn G, Erlich H. Specific Enzymatic Amplification of 
DNA In Vitro: The Polymerase Chain Reaction. Cold Spring Harbor Symposia on 
Quantitative Biology 1986; 51:1:263-73.  
Nefedchenko AV, Shikov AN, Glotov AG, Glotova TI, Ternovoy VA, Agafonov AP et al. 
Development of the Method for Identification and Genotyping of Pasteurella multocida and 
Mannheimia haemolytica Bacteria Using Polymerase Chain Reaction and Phylogenetic 
Analysis of Bacterial Cultures Isolated from Cattle. Mol Gen Mikrobiol Virusol 2016; 
34(2):62–6. 
Nicklas W, Baneux P, Boot R, Decelle T, Deeny AA, Fumanelli M et al. Recommendations 
for the health monitoring of rodent and rabbit colonies in breeding and experimental units. 




Nicklas W, Bisgaard M, Aalbæk B, Kuhnert P, Christensen H. Reclassification of 
Actinobacillus muris as Muribacter muris gen. nov., comb. nov. Int J Syst Evol Microbiol 
2015; 65(10):3344–51.  
Nørskov-Lauritsen N, Kilian M. Reclassification of Actinobacillus actinomycetemcomitans, 
Haemophilus aphrophilus, Haemophilus paraphrophilus and Haemophilus segnis as 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans gen. nov., comb. nov., Aggregatibacter aphrophilus 
comb. nov. and Aggregatibacter segnis comb. nov., and emended description of 
Aggregatibacter aphrophilus to include V factor-dependent and V factor-independent 
isolates. Int J Syst Evol Microbiol 2006; 56(9):2135–46. 
Oliveira S, Blackall PJ, Pijoan C. Characterization of the diversity of Haemophilus parasuis 
field isolates by use of serotyping and genotyping. Am J Vet Res 2003; 64(4):435–42.  
Patten CC, Myles MH, Franklin CL, Livingston RS. Perturbations in Cytokine Gene 
Expression after Inoculation of C57BL/6 Mice with Pasteurella pneumotropica. Comp Med 
2010; 60(1):18–24. 
Pohl S. Reklassifizierung der Gattung Actinobacillus Brumpt 1910 Haemophilus Winslow et. 
al. 1917 und Pasteurella Trevisan 1887 anhand phänotypischer und molkularer Daten, 
insbesondere der DNS-Verwandtschaften bei DNS: DNS-Hybridisierung in vitro und 
Vorschlag einer neuen Familie Pasteurellaceae [Dissertation]. Marburg (Lahn): Universität 
Marburg; 1979. 
Poolperm P, Varinrak T, Kataoka Y, Tragoolpua K, Sawada, Takuo, Sthitmatee N. 
Development and standardization of an in-house indirect ELISA for detection of duck 
antibody to fowl cholera. J Microbiol Methods 2017; 142:10–4.  
Pritchett-Corning KR, Cosentino J, Clifford CB. Contemporary prevalence of infectious 
agents in laboratory mice and rats. Lab Anim 2009; 43(2):165–73.  
Puchalski A, Urban-Chmiel R, Dec M, Stęgierska D, Wernicki A. The use of MALDI-TOF 
mass spectrometry for rapid identification of Mannheimia haemolytica. J Vet Med Sci 2016; 
78(8):1339–42.  
Quinn PJ, Markey BK, Leonard FC, Hartigan P, Fanning S, FitzPatrick ES. Veterinary 
Microbiology and Microbial Disease. 2nd ed. Hoboken: John Wiley & Sons; 2011. 
Radostits OM, Gay CC, Hinchcliff KW, Constable PD. Veterinary Medicine: A textbook of the 
diseases of cattle, horses, sheep, pigs and goats. 10th ed. Saintt Louis: Elsevier Health 
Sciences UK; 2006. 
Rajkhowa S. Development of a novel multiplex PCR assay for rapid detection of virulence 





Rehbinder C, Alenius S, Bures J, las Heras ML de, Greko C, Kroon PS et al. FELASA 
recommendations for the health monitoring of experimental units of calves, sheep and goats 
Report of the federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA) 
Working Group on Animal Health. Lab Anim 2000; 34(4):329–50.  
Rehbinder C, Baneux P, Forbes D, van Herck H, Nicklas W, Rugaya Z et al. FELASA 
recommendations for the health monitoring of breeding colonies and experimental units of 
cats, dogs and pigs. Report of the Federation of European Laboratory Animal Science 
Associations (FELASA) Working Group on Animal Health. Lab Anim 1998; 32(1):1–17.  
Reimer D, Frey J, Jansen R, Veit HP, Inzana TJ. Molecular investigation of the role of Apxl 
and Apxll in the virulence of Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 5. Microb Pathog 
1995; 18(3):197–209.  
Rice JA, Carrasco-Medina L, Hodgins DC, Shewen PE. Mannheimia haemolytica and bovine 
respiratory disease. Anim Health Res Rev 2007; 8(2):117–28.  
Sager M, Benten WPM, Engelhardt E, Gougoula C, Benga L. Characterization of Biofilm 
Formation in Pasteurella pneumotropica and Actinobacillus muris Isolates of Mouse Origin. 
PLoS ONE 2015; 10(10):e0138778.  
Sahagún-Ruiz A, Granados Martinez AP, Breda LCD, Fraga TR, Castiblanco Valencia MM, 
Barbosa AS et al. Pasteurella pneumotropica evades the human complement system by 
acquisition of the complement regulators factor H and C4BP. PLoS ONE 2014; 
9(10):e111194.  
Sakamoto R, Kino Y, Sakaguchi M. Development of a multiplex PCR and PCR-RFLP method 
for serotyping of Avibacterium paragallinarum. J Vet Med Sci 2012; 74(2):271–3. 
Sasaki H, Ishikawa H, Sato T, Sekiguchi S, Amao H, Kawamoto, Eiichi et al. Molecular and 
virulence characteristics of an outer membrane-associated RTX exoprotein in Pasteurella 
pneumotropica. BMC Microbiol 2011; 11:55.  
Sasaki H, Ishikawa H, Terayama H, Asano R, Kawamoto, Eiichi, Ishibashi H et al. 
Identification of a virulence determinant that is conserved in the Jawetz and Heyl biotypes of 
Pasteurella pneumotropica. Pathog Dis 2016; 74(6).  
Sasaki H, Kawamoto, Eiichi, Tanaka Y, Sawada, Takuo, Kunita S, Yagami K-i. Identification 
and characterization of hemolysin-like proteins similar to RTX toxin in Pasteurella 
pneumotropica. J Bacteriol 2009; 191(11):3698–705.  
Schaller A, Kuhn R, Kuhnert P, Nicolet J, Anderson TJ, Maclnnes JI et al. Characterization of 
apxIVA, a new RTX determinant of Actinobacillus pleuropneumoniae. Microbiology (Reading) 




Selbitz H-J, Truyen U, Valentin-Weigand P, Hrsg. Tiermedizinische Mikrobiologie, Infektions- 
und Seuchenlehre. 10th ed. Stuttgart: Enke Verlag; 2015. 
Singh K, Ritchey JW, Confer AW. Mannheimia haemolytica: bacterial-host interactions in 
bovine pneumonia. Vet Pathol 2011; 48(2):338–48.  
Sirois M, Higgins R. Biochemical typing of Actinobacillus pleuropneumoniae. Vet Microbiol 
1991; 27(3-4):397–401.  
Sun Y, Clinkenbeard KD, Clarke C, Cudd L, Highlander SK, Dabo SM. Pasteurella 
haemolytica leukotoxin induced apoptosis of bovine lymphocytes involves DNA 
fragmentation. Vet Microbiol 1999; 65(2):153–66.  
Takada-Iwao A, Uto T, Mukai T, Okada M, Futo S, Shibata I. Evaluation of an indirect 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using recombinant toxin for detection of 
antibodies against Pasteurella multocida toxin. J Vet Med Sci 2007; 69(6):581–6.  
Tang B, Pors SE, Kristensen BM, Skjerning RBJ, Olsen RH, Bojesen AM. GtxA is a virulence 
factor that promotes a Th2-like response during Gallibacterium anatis infection in laying 
hens. Vet Res 2020; 51(1):40.  
Tankaew P, Singh-La T, Titaram C, Punyapornwittaya V, Vongchan P, Sawada, Takuo et al. 
Evaluation of an In-house indirect ELISA for detection of antibody against haemorrhagic 
septicemia in Asian elephants. J Microbiol Methods 2017; 134:30–4.  
Tankaew P, Srisawat W, Singhla T, Tragoolpua K, Kataoka Y, Sawada, Takuo et al. 
Comparison of two indirect ELISA coating antigens for the detection of dairy cow antibodies 
against Pasteurella multocida. J Microbiol Methods 2018; 145:20–7.  
Tatum FM, Briggs RE, Sreevatsan SS, Zehr ES, Ling Hsuan S, Whiteley LO et al. 
Construction of an isogenic leukotoxin deletion mutant of Pasteurella haemolytica serotype 1: 
characterization and virulence. Microb Pathog 1998; 24(1):37–46.  
Towne JW, Wagner AM, Griffin KJ, Buntzman AS, Frelinger JA, Besselsen DG. Elimination 
of Pasteurella pneumotropica from a Mouse Barrier Facility by Using a Modified Enrofloxacin 
Treatment Regimen. J Am Assoc Lab Anim Sci 2014; 53(5):517–22. 
Turni C, Pyke M, Blackall PJ. Validation of a real-time PCR for Haemophilus parasuis. J Appl 
Microbiol 2010; 108(4):1323–31.  
Udeze FA, Kadis S. Effects of Actinobacillus pleuropneumoniae hemolysin on porcine 
neutrophil function. Infect Immun 1992; 60(4):1558–67. 
van Driessche L, Bokma J, Deprez P, Haesebrouck F, Boyen F, Pardon B. Rapid 
identification of respiratory bacterial pathogens from bronchoalveolar lavage fluid in cattle by 





van Driessche L, Bokma J, Gille L, Ceyssens P-J, Sparbier K, Haesebrouck F et al. Rapid 
detection of tetracycline resistance in bovine Pasteurella multocida isolates by MALDI 
Biotyper antibiotic susceptibility test rapid assay (MBT-ASTRA). Sci Rep 2018; 8(1):13599.  
Vance TDR, Ye Q, Conroy B, Davies PL. Essential role of calcium in extending RTX 
adhesins to their target. J Struct Biol X 2020; 4:100036.  
Vela AI, Bueso JP, Domínguez L, Busse H-J, Fernández-Garayzábal JF. Seminibacterium 
arietis gen. nov., sp. nov., isolated from the semen of rams. Syst Appl Microbiol 2013; 
36(3):166–70.  
Vera Lizarazo YA, Rodríguez Ferri EF, Gutiérrez Martín CB. Evaluation of different API 
systems for identification of porcine Pasteurella multocida isolates. Res Vet Sci 2008; 
85(3):453–6.  
Wang L, Qin W, Yang S, Zhai R, Zhou L, Sun C et al. The Adh adhesin domain is required 
for trimeric autotransporter Apa1-mediated Actinobacillus pleuropneumoniae adhesion, 
autoaggregation, biofilm formation and pathogenicity. Vet Microbiol 2015; 177(1-2):175–83.  
Wilson BA, Ho M. Pasteurella multocida: from Zoonosis to Cellular Microbiology. Clin 
Microbiol Rev 2013; 26(3):631–55.  
Wisselink HJ, Cornelissen JBWJ, van der Wal FJ, Kooi EA, Koene MG, Bossers A et al. 
Evaluation of a multiplex real-time PCR for detection of four bacterial agents commonly 
associated with bovine respiratory disease in bronchoalveolar lavage fluid. BMC Vet Res 
2017; 13(1):221.  
Wullenweber-Schmidt M, Meyer B, Kraft V, Kaspareit J. An enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) for the detection of antibodies to Pasteurella pneumotropica in murine 
colonies. Lab Anim Sci 1988; 38(1):37–41. 
Wynn EL, Schuller G, Loy JD, Workman AM, McDaneld TG, Clawson ML. Differentiation of 
Mannheimia haemolytica genotype 1 and 2 strains by visible phenotypic characteristics on 
solid media. J Microbiol Methods 2020; 171:105877.  
Zangenah S, Güleryüz G, Boräng S, Ullberg M, Bergman P, Ozenci V. Identification of 
clinical Pasteurella isolates by MALDI-TOF—a comparison with VITEK 2 and conventional 
microbiological methods. Diagn Microbiol Infect Dis 2013; 77(2):96–8.  
Zhang W, Liu X, Liu M, Ma B, Xu L, Wang J. Development of a multiplex PCR for 
simultaneous detection of Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica and Trueperella 












8.1 Anhang zu „Identification of a large repetitive RTX immunogen 
in a highly virulent Rodentibacter heylii strain” 
 
Supplementary Materials and Methods: Immunogen identification 
Supplementary Figure 1: R. heylii SF27GVG does not contain the genes encoding the known 
RTX-toxins PnxI, PnxII or PnxIII 
Supplementary Figure 2: Flow cytometry analysis of R. heylii 1527/12, R. pneumotropicus 
JF4Ni and M. muris 694/11. 
 
Supplementary Figure 3: Lung parenchyma (A) and bronchiolar mucosa (B) in a PBS-treated 
control mouse 
 
Supplementary Figure 4: Sequence analysis of Rodentibacter heylii immunogen A (RhiA) 
with the Rapid Automatic Detection and Alignment of Repeats in protein sequences (RADAR) 
tool 
 
Supplemented Table 1: Pairs of primer used for detection of genes encoding RTX toxins and 
























Supplementary Figure 1: R. heylii SF27GVG does not contain the genes encoding the known 





Supplementary Figure 2: Flow cytometry analysis of R. heylii 1527/12, R. pneumotropicus 














Supplementary Figure 4: Sequence analysis of Rodentibacter heylii immunogen A (RhiA) 






Supplemented Table 1: Pairs of primer used for detection of genes encoding RTX toxins and 





8.2 Anhang zu “Sensitive and immunogen-specific serological 




Additional file 1: Proteins identified from the OM fraction in Fig. 3aby tandem MS.  
Additional file 2: Proteins identified from 2-DE of SCP and OM fraction and verification of 
Strep-rCARLO-1-His expression by tandem MS.  
Additional file 3: SDS-PAGE (A) and immunoblots (B) of different preparations obtained 
during expression of Strep-rFadL-His in E. coli.  
Additional file 4: SDS-PAGE (A) and immunoblots (B) of different preparations obtained 
during expression of Strep-rOmpA-His in E. coli.  
Additional file 5: SDS-PAGE (A) and immunoblots (B) of different preparations obtained 
during expression of Strep-rHP-His in E. coli.  
Additional file 6: SDS-PAGE stained with colloidal CBB G-250 (A) and immunoblot probed 
with anti-Strep-Tactin-HRP conjugate (B) of solubilized Strep-rHP-His from different 
preparations and fractions.  
Additional file 7: Purification of Strep-rHP-His. SDS-PAGE of recombinantly expressed Strep-
rHP-His stained with colloidal Coomassie.  
Additional file 8: Results of Rodentibacter identification in field mice.  
Additional file 9: Commercial Pasteurella pneumotropica ELISA results of sera obtained from 
a unit of a German animal facility infected with R. pneumotropicus.  
Additional file 10: Differentiation of Rodentibacter strains by PCR [11].  
Additional file 11: HP-screening in murine isolates of R. pneumotropicus (A) and R. heylii (B) 
by PCR.  






Additional file 1: Proteins identified from the OM fraction in Fig. 3aby tandem MS. Given are 
the gel segment, protein accession number at NCBI, protein description, protein score, 
average mass (Da), number of protein-matched products, number of protein-matched 



























































































60 kDa EIJ67521.1 
putative outer membrane 
protein P5_ partial [Pasteurella 
bettyae CCUG 2042] 
10257,3 22974,8 90 5 17 28,0 





581,6 39838,2 76 13 31 44,7 
60 kDa WP_052722505.1 
Porin Superfamily, Iron 
transport [Pasteurella 
multocida] 
123,2 104826,9 17 9 65 8,2 
60 kDa WP_059368529.1 yadA hypothetical protein [[Pasteurella] pneumotropica] 105,9 35547,8 11 3 29 9,1 
33 kDa AOF53322.1 
Adhesin yadA precursor 
[Pasteurellaceae bacterium 
NI1060] 
6359,7 35547,8 189 9 29 34,2 
33 kDa WP_018356229.1 50S ribosomal protein L2 [[Pasteurella] pneumotropica] 2799,4 30121,9 134 16 19 57,1 
33 kDa EIJ67521.1 
putative outer membrane 
protein P5_ partial [Pasteurella 
bettyae CCUG 2042] 
2556,0 22974,8 30 1 17 7,5 
33 kDa WP_005760654.1 phage capsid protein [Pasteurella bettyae] 1297,8 44226,1 72 9 27 26,0 
33 kDa WP_018356687.1 
citrate (pro-3S)-lyase subunit 
beta [[Pasteurella] 
pneumotropica] 
1232,0 32007,8 143 16 22 47,1 
33 kDa WP_059365685.1 capsid protein [[Pasteurella] pneumotropica] 1094,1 43940,7 89 11 26 26,8 
33 kDa WP_018357139.1 Porin 4 [[Pasteurella] pneumotropica] 671,7 40150,7 88 15 31 41,9 
33 kDa WP_018356999.1 hypothetical protein [[Pasteurella] pneumotropica] 583,2 42734,4 99 15 32 47,5 





455,7 39838,2 56 11 31 35,6 
33 kDa AOF53033.1 
outer membrane protein P2 / 
Porin[Pasteurellaceae 
bacterium NI1060] 






























































































33 kDa WP_059365786.1 Porin 4 [[Pasteurella] pneumotropica] 431,8 40037,5 49 8 32 20,8 
33 kDa WP_018356867.1 
methionine ABC transporter 
substrate-binding protein MetQ 
[[Pasteurella] pneumotropica] 
370,0 29951,1 31 6 21 25,9 
33 kDa WP_018356719.1 protein opa [[Pasteurella] pneumotropica] 366,0 18008,2 24 4 7 25,4 
33 kDa WP_018356825.1 hypothetical protein [[Pasteurella] pneumotropica] 356,3 20429,1 34 7 13 51,0 





355,4 39751,2 39 7 31 18,3 
33 kDa WP_018355590.1 plastocyanin [[Pasteurella] pneumotropica] 331,0 31989,1 51 8 26 28,3 
33 kDa WP_018356092.1 hypothetical protein [[Pasteurella] pneumotropica] 310,9 34269,6 41 9 27 33,7 




272,4 29993,2 20 3 21 12,4 
33 kDa WP_018355785.1 type VI secretion protein [[Pasteurella] pneumotropica] 241,8 56298,8 63 12 46 26,7 
33 kDa WP_018355328.1 hypothetical protein [[Pasteurella] pneumotropica] 229,2 48130,9 51 11 28 34,2 
33 kDa WP_018355332.1 hypothetical protein [[Pasteurella] pneumotropica] 122,8 23935,5 13 3 13 14,9 
33 kDa ANU63240.1 DNA-binding protein [Parabacteroides sp. YL27] 119,7 34803,0 20 5 31 16,4 
33 kDa WP_018356574.1 
outer membrane-stress sensor 
serine endopeptidase DegS 
[[Pasteurella] pneumotropica] 







Additional file 2: Proteins identified from 2-DE of SCP and OM fraction and verification of 
Strep-rCARLO-1-His expression by tandem MS. Given are the sample, database, protein 
accession number at NCBI, protein description, protein score, average mass (Da), sequence 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Additional file 3: SDS-PAGE (A) and immunoblots (B) of different preparations obtained 
during expression of Strep-rFadL-His in E. coli. The following samples were loaded: cell extract 
of E. coli before inducing protein expression (1) and bacterial pellets after 1 h, 2 h and 3 h (2–
4), and cytoplasm (5) and inclusion bodies (6) prepared from cells 3 h after the expression was 
induced by IPTG. 7: SLS-insoluble membrane fraction. Proteins were stained with colloidal 
CBB G-250. M denotes marker proteins with the molecular masses in kDa indicated left. 
Immunoblots probed with anti-Strep-Tactin-HRP conjugate and sera obtained from C57BL/6 
and BALB/c mice experimentally infected with R. pneumotropicus or uninfected (control). 
Arrow indicates the band corresponding to Strep-rFadL-His and selected for confirmation by 
tandem mass spectrometry.  
 
 
Additional file 4: SDS-PAGE (A) and immunoblots (B) of different preparations obtained 
during expression of Strep-rOmpA-His in E. coli. The following samples were loaded: cell 
extract of E. coli before inducing protein expression (1) and bacterial pellets after 1 h, 2 h and 
4 h (2–4), and cytoplasm (5) and inclusion bodies (6) prepared from cells 3 h after the 
expression was induced by IPTG. Proteins were stained with colloidal CBB G-250. M denotes 
marker proteins with the molecular masses in kDa indicated left. Immunoblots probed with anti-
His mAb and sera obtained from C57BL/6 and BALB/c mice experimentally infected with R. 
pneumotropicus or uninfected (control). Arrow indicates the band corresponding to Strep-






Additional file 5: SDS-PAGE (A) and immunoblots (B) of different preparations obtained 
during expression of Strep-rHP-His in E. coli. The following samples were loaded: cell extract 
of E. coli before inducing protein expression (1) and bacterial pellets after 1 h, 2 h and 4 h (2–
4), and cytoplasm (5) and inclusion bodies (6) prepared from cells 3 h after the expression was 
induced by IPTG. 7: SLS-insoluble membrane fraction. Proteins were stained with colloidal 
CBB G-250. Proteins were stained with colloidal CBB G-250. M denotes marker proteins with 
the molecular masses in kDa indicated left. Immunoblots probed with anti-His mAb and sera 
obtained from C57BL/6 and BALB/c mice experimentally infected with R. pneumotropicus or 
uninfected (control). Arrow indicates the band corresponding to Strep-rHP-His and selected for 
confirmation by tandem mass spectrometry. 
 
 
Additional file 6: SDS-PAGE stained with colloidal CBB G-250 (A) and immunoblot probed 
with anti-Strep-Tactin-HRP conjugate (B) of solubilized Strep-rHP-His from different 
preparations and fractions. The following samples were loaded: cytoplasm (C), fractions 1 to 
6 (S1-S6) obtained during stepwise solubilization of Strep-rHP-His inclusion bodies. M denotes 






Additional file 7: Purification of Strep-rHP-His. SDS-PAGE of recombinantly expressed Strep-
rHP-His stained with colloidal Coomassie. M denotes marker proteins with the molecular 







Additional file 8: Results of Rodentibacter identification in field mice. Given are the animal 
number, the cultivation results based on the characteristics of Gram, oxidase, and morphology, 
the MALDI-ToF results from corresponding spots of Pasteurellaceae, the PCR result of 
corresponding spots of Pasteurellaceae, and the results of the Strep-rCARLO-1-His and the 
commercial Pasteurella pneumotropica ELISA, respectively. 




















































































































































































n.d. n.d. negative negative 
26 Streptococcus (α-hemolytic) n.d. n.d. negative negative 
27 Streptococcus (α-hemolytic) n.d. n.d. negative negative 
















Additional file 9: Commercial Pasteurella pneumotropica ELISA results of sera obtained from 
a unit of a German animal facility infected with R. pneumotropicus. Test specific cut-off value 






Additional file 10: Differentiation of Rodentibacter strains by PCR [11]. Isolates with a 
characteristic band at 451 bp were identified as R. pneumotropicus (A), whereas isolates 
showing a band at 326 bp were identified as R. heylii (B). Control: No DNA was added to the 
PCR reaction.  
 
 
Additional file 11: HP-screening in murine isolates of R. pneumotropicus (A) and R. heylii (B) 








Additional file 12: Sequence of pET21bJF (5406 bp). Nucleotide sequence of vector 


























8.3 Anhang zu “Low-Energy Electron Irradiation Efficiently 
Inactivates the Gram-Negative Pathogen Rodentibacter 
pneumotropicus—A New Method for the Generation of Bacterial 
Vaccines with Increased Efficacy” 
 
Supplemented material 
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